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R E s U M E N
Los modelos actuales que describen el ciclo de divisiôn 
celular en Escherichia coll postulan la existencia de diversos 
procesos necesarios para la divisiôn pero independientes unos de 
otros. Estos procesos, segûn los modelos mencionados, se acoplan 
en algûn momento del ciclo de divisiôn. Jones y Donachie (80 ) 
postularon que la replicaciôn del cromosoma bacteriano y la di­
visiôn celular se encuentran acopladas a través de una hipotét^ 
ca proteîna a la que denominaron "proteîna de terminaciôn", que 
se sintetizarîa al término de la ronda de replicaciôn y serîa ne 
cesaria para la divisiôn celular. En ausencia de replicaciôn, la 
sîntesis de la proteîna de terminaciôn no se inducirîa quedando, 
en consecuencia, inhiblda la divisiôn celular.
En este trabajo se han estudiado dos mutantes de Esche­
richia coll, las estirpes D-2 y D-3. Ambas estân afectadas en el 
gen ftsA como se demuestra por anâlisis de complementaciôn. Pre 
sentaremos pruebas que sugieren que el papel del producto del 
gen ftsA es el de una proteîna de terminaciôn.
Los alelos ftsA-2 (présente en la estirpe D-2) y ftsA-3 
(présente en la estirpe D-3) son mutaciones termosensibles del 
gen de divisiôn ftsA. Dichas mutaciones se manifiestan a la tem 
peratura restrictiva (42°C) pero no a la permisiva (30°C). En 
ausencia de actividad de la proteîna FtsA las células aumentan 
tanto en masa como en longitud y DNA quedando detenida inmedia- 
tamente la divisiôn celular. Esta inhibiciôn no es deblda a la 
ausencia de segregaciôn de los nucleoides ya que ésta se produ­
ce normaInente en condiciones restrictives. La inactivaciôn de 
la proteîna FtsA se traduce en una filamentaciôn celular. Los 
filamentos, en presencia de la proteîna FtsA en forma activa, se 
dividiran al azar a través de los esbozos de septos que ya pre- 
sentaban.
La inactivaciôn de la proteîna FtsA, por medio de cho­
ques térmicos en cultivos sincrônicos, muestra que su actuaciôn 
ocurre durante los ültimos estadîos del ciclo de divisiôn. Asi-
mismo, choques térmicos realizados sobre poblaciones de mutantes 
ftsA con su replicaciôn slncronizada, nos muestran que su acciôn 
tiene lugar durante una fase tardla del ciclo de rèplicacldn. 
Estos resultados unidos al hecho de que no se produzca ninguna 
dlvisidn residual tras la inactivaciôn de la proteîna FtsA, nos 
lleva a conclulr que el producto del gen ftsA, la proteîna FtsA, 
es necesarla en forma activa desde el término de la ronda de re 
plicaciôn hasta la separaciôn de las células hijas. Es deeir, su 
actuaciôn se realiza durante todo el perîodo de septaciôh. Al ser 
este perîodo constante, independientemente de la velocidad de 
crecimiento, el perîodo de acciôn de la proteîna FtsA tsunbiên lo 
serâ, como se demuestra, ya que el tiempo necesario p#ra que se 
récupéré la divisiôn después de la inactivaciôn de la proteîna 
FtsA es constante e independiente del tiempo de generaciôn.
Una incubaciôn prolongada a la temperatura restrictiva 
en mutantes ftsA ocasiona que la division sea solo funciôn de la 
sîntesis y/o acciôn de la proteîna FtsA. En estas condiciones el 
mutante ftsA-2, tras su retorno a condiciones permisivas puede 
dividirse en ausencia de sîntesis de DNA y de proteînas. Por el 
contrario, el mutante ftsA-3 necesita, para que se récupéré la 
divisiôn, un pulso de sîntesis de DNA y sîntesis de proteînas. 
Estos resultados nos indican que la proteîna FtsA-2 es reversi­
ble tras su inactivaciôn, mientras que la proteîna FtsA-3 debe 
ser sintetizada de nuevo para que pueda ocurrir la divisiôn. 
Concluimos que la sîntesis de la proteîna FtsA es inducida por 
la replicaciôn.
La conclusion anterior se ve apoyada por el hecho de que 
las células que han finalizado su perîodo de replicaciôn en 
ausencia de sîntesis de proteînas (no habiêndose dividido por 
faltar la proteîna FtsA entre otras posibles causas) necesitan 
para su divisiôn un pulso de replicaciôn en presencia de sînte­
sis de proteînas.
Las poblaciones de mutantes ftsA que completado todos
los requerlmientos para la divisiôn, excepto la sîntesis de la 
proteîna de terminaciôn, solo pueden dividirse a la temperatura 
permisiva y en presencia de sîntesis de proteînas y de replica­
ciôn. El tiempo necesario para que se sintetice y actûe la pro- 
telna de terminaciôn requiere 20 minutes mâs en mutantes ftsA-3 
que en estirpes ftsA^♦ Este tiempo es igual al necesario para 
que se sintetice y actûe la proteîna FtsA-3.
En ausencia de actividad de la proteîna FtsA las célu - 
las presentan una resistencia muy superior a la lisis inducida 
por aquellos antibiôticos g-lactémicos que inhiben la septaciôn. 
La acciôn de éstos se ha relacionado con el inicio de los proce 
SOS de septaciôn, particularmente con la proteîna de terminaciôn, 
posiblemente por cambios en el ipetabolismo del peptidoglicano. 
Parece coherente, a partir de nuestros resultados, que la dia- 
na de dichos antibiôticos sea bien la proteîna FtsA o los proce 
SOS en los que ella intervenga por si misma o bien formando un 
complejo protelnico.
De todo lo anterior se concluye que los mutantes afecta 
dos en el gen ftsA se comportan como mutantes en la proteîna de 
terminaciôn. De todos modos si el gen ftsA codifica una protel- 
na de terminaciôn algunas ideas sobre dicha proteîna se verlan 
alteradas en cuanto que su acciÔn podria alargarse desde una fa 
se tardla del ciclo de replicaciôn hasta el término de la septa 
ciôn y que su sîntesis requerirla un pulso de sîntesis de DNA.
El papel de dicha proteîna es posible que no sôlamente fuera la 
de acoplar los ciclos de replicaciôn y de divisiôn sino que ade 
més tuviera un papel estructural en la formaciôn del septo.
Otra alternative séria que la divisiôn requiriera la presencia 
continua de una senal reguladora hasta el término del septo.
Esto implicarla una revlsiôn de la defIniciôn de proteîna de 
terminaciôn dada por Jones y Donachie en 1973 (80 )•
I N T R O D U C C I O N
Escherichia coll es una bacteria Greun Negativa de la fa- 
milia Enterobacteriaceae. Su forma es bacilar teniendo una longi 
tud que puede oscilar entre 1.4 um y 5.6 urn (39). El habitat nor 
mal de esta bacteria es el intestine grueso de los animales. Si 
bien es sirabionte, en ocasiones puede llegar a ser patôgena.
Su estructura celular, aparentemente, muy sencilla, asî 
como la facilidad de su cultive han side las razones por las que 
es estudiada intensivamente. Las principales aportaciones del es 
tudio de este procarionte al campe de las ciencias biolôgicas han 
side fundamentalmente bioqulmicas y genéticas.
Nuestro interés se centra en la divisiôn celular y su re 
gulaciôn. La sencillez de E. coli en comparaciôn con los organis 
mos eucariôticos y la posibilidad de regular exactamente el medio 
de crecimiento hacen de este organisme procariôtico un sistema 
biolôgico idôneo para los estudios fisiolôgicos. Ademâs, el gran 
conoclmiento a niveles bioqufmicos, genéticos y fisiolôgicos jun 
to con la extensa documentaciôn que de los procesos de divisiôn 
de Escherichia coli se tienen, aconsejan su empleo en todo estu- 
dio que como el présente pretenda aportar conocimientos bâsicos 
a nivel de Biologfa Molecular.
E. coli en condiciones ôptimas de temperatura, medio y 
oxigenaciôn es capaz de dividirse cada 20 minutes. El bacilo cre 
ce en longitud hasta duplicarla, manteniendo constante su diSme- 
tro (112). Paralelamente al crecimiento en longitud sintetiza 
DNA lo que duplica el contenido genético. Los nucleoides (o mate 
rial genético condensado) segregan yendo cada une a cada futura 
célula hermana. Cuando estos procesos han ocurrido se observa 
que la célula se divide mediante la formaciôn de un septo trans­
versal al eje longitudinal, produciendo dos células que son esta 
disticamente iguales a como era la célula madré en el momento de 
su naclmiento.
En una primera apreciaciôn se podria pensar que todos los 
procesos vitales implicados en la divisiôn coraienzan con el naci
miento de la célula y terminan con la propia divisiôn. Sin embar 
go esto no sucede asî. En determinadas ocasiones los procesos 
siolôgicos necesarios para la divisiôn celular no comienzan con 
el nacimiento sino varias generaciones antes. Obvio es decir que 
la aparente sencillez del proceso a medida que aumenta el conoc_i 
miento comienza a desaparecer. Esto es una clara consecuencia de 
los procesos selectivos ocurridos durante su evoluciôn.
Entre los diverses procesos que ocurren normalmente an­
tes de la divisiôn uno de ellos nos interesaba particularmente: 
la replicaciôn del DNA y su relaciôn con la divisiôn. La duplica 
ciôn del material genético antes de que se produzca la divisiôn 
es esencial para la viabilidad de las células hijas. Una pérdida 
de material genético conducirîa a la ausencia de funciones biolô 
gicas que resultarîan, en la mayorîa de los casos, en la muerte 
celular. Diverses autores han propuesto teorîas opuestas acerca 
de las posibles relaciones entre replicaciôn y divisiôn. Asî 
Helmstetter et al., (62) postulan que las células pueden dividir
se en ausencia de sîntesis de DNA, mientras que Jones y Donachie 
(80) proponen que las células quedan inhibidas en su divisiôn si 
se detiene la sîntesis de DNA. Este trabajo pretende aportar al- 
guna luz acerca de las posibles relaciones replicaciôn-divisiôn.
A continuaciôn se expondrén diverses aspectos de ciclo 
celular de Escherichia coli para introducir el cuando y como de 
la divisiôn celular bacteriana.
1.1 CONTROL DE LA DIVISION
Los distintos modelos sobre el control de la divisiôn ce 
lular deben considerar diverses aspectos del ciclo celular taies 
como el crecimiento en longitud de la célula, replicaciôn del 
DNA, etc.
Entre los diverses modèles propuestos discutiremos dos; 
el modelo de Jones y Donachie (80) y el de Pritchard y Zaritsky 
(140, 199). También se comentarâ brevemente un modelo estocâsti- 
co del ciclo celular.
El modelo postulado por Jones y Donachie (80) presupone 
que la divisiôn celular requiere la finallzaciôn de dos secuen- 
cias paralelas que se inician, en condiciones normales, sincro- 
nicamente. La iniciaciôn de la replicaciôn ocurre cuando la ra- 
zôn entre la masa (o volumen) celular y el nûmero de copias de 
ori C alcanza un valor determinado llamado Masa de Iniciaciôn 
(Mi) que es constante e independiente de la velocidad de creci­
miento (35). El término de la replicaciôn del cromosoma bacteria 
no ocurre 40 minutes después de la iniciaciôn e induce la sînte­
sis de la Proteîna de Terminaciôn. Paralelamente, pero de forma 
independiente de la replicaciôn al alcanzarse el valor de la Ma­
sa de Iniciaciôn, comienza el perîodo dë~slntesis de proteînas 
necesarias para la divisiôn (PS). A los 40 minutos de comenzar, 
finalizarla este perîodo. Coïncidente con la terminaciôn de la 
replicaciôn (pero no dependiendo de ella) la célula alcanza una 
longitud critica ( 2 A ), independiente de la velocidad de creci­
miento (39), que ocasionarla una duplicaciôn en la velocidad de 
elongaciôn y quizâs se coordinase con los procesos de divisiôn. 
La separaciôn celular ocurrirla 20 minutos después, tras la in- 
teracciôn entre un primardio de septo y la Proteîna de Termina­
ciôn. Este modelo implica la existencia de productos génicos re 
guladores que coordinarlan con la 'divisiôn diversos procesos ne 
cesarios para ésta. En ausencia de dichos productos la divisiôn 
quedarla inhibida. Se han descrito productos reguladores de la 
divisiôn como las proteînas FtsA (4, este trabajo), Ftsd (11) y 
FtsZ (45, 68, 106, 180).
Zaritsky y Pritchard (199) y Pritchard (140) propusieron 
otro modelo de control de ciclo radicalmente distinto. Postulan 
que las células elongan a una velocidad constante (y dependiente 
de la velocidad de crecimiento) que se duplica al finalizar las 
rondas de replicaciôn. Segûn este modelo, la célula estarîa siem 
pre intentando septar, pero, al aumentar las células en masa se 
producirfa un incremento en la presiôn interna. Este hecho pro- 
vocarla que las subunidades de envoltura fueran dedicadas a un 
crecimiento en longitud en vez de a la formaciôn de un septo.
De esta manera la presiôn permaneceria constante. Al duplicarse 
la velocidad de sîntesis de las envolturas celulares, la presiôn 
interna séria menor con lo que se permitirla la formaciôn de un 
septo. Segûn este modelo, no hay una senal especifica de divi­
siôn as! como tampoco hay diferencias entre la formaciôn del se£ 
to y la elongaciôn.
Existen pruebas a favor y en contra de ambos modelos.
As! por ejemplo, Donachie et al., (39) observaron que el cambio 
de velocidad de elongaciôn ocurre siempre a un tamano determina­
do (2 A ) independientemente de que esté inhibida la sîntesis de 
DNA (y por tanto en ausencia de terminaciôn de rondas de repli­
caciôn) . Kubitschek (91) por el contrario, observô que el volu­
men aumentaba linealmente en ausencia de sîntesis de DNAÎ esto 
sugiere que un aumento en la velocidad de crecimiento requiere 
sîntesis de DNA.
La constancia de la densidad celular (114) no parece corn 
patible con el modelo de Pritchard. Por otra parte las predicio- 
nes de dicho modelo son altamente dificiles de comprobar.
Smith y Martin (161) elaboraron un modelo estocâstico de 
divisiôn para células eucariôticas en el que sugerlan que el ci­
clo de proliferaciôn celular esté compuesto de una fase probabi- 
listica previa a la iniciaciôn de la replicaciôn seguida de una 
fase deterministica que inclula la replicaciôn cromosômica y la 
divisiôn. Durante la fase probabilistica la célula no progresa
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hacla la divisiôn sino que puede permanecer en dicha fase con una 
constante de probabilidad de entrada en la fase determinista- Sh^ 
elds (158) propone también una transiciôn al azar en el ciclo ce­
lular bacteriano. Asî, Koch (83) concluye que la iniciaciôn de la 
replicaciôn del cromosoma bacteriano no dispara la division celu­
lar ya que la variabilidad de los tamanos celulares en el momen­
to de la iniciaciôn es mayor que la observable en el de la divi­
siôn. Una observaciôn similar fue obtenida por Koppes y Nanninga 
(88,89) lo que les llevô a sugerir que el tamano celular en la 
divisiôn esté determinado estocésticamente en la iniciaciôn de la 
replicaciôn en E. coli. Koch (84) concluye que un solo aconteci- 
miento estocéstico en el ciclo celular no puede ser el temporiza 
dor de la divisiôn celular. De todas maneras y tal como postula 
Nurse (129) el ciclo celular debe presenter algûn fenômeno deter 
rainîstico aunque existan elementos probabillsticos.
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1.2 ENVOLTURAS CELULARES
La observaciôn al microscopio electrônico de la envoltu­
ra celular de bacterias Gram negatives en general y de Escheri­
chia coli en particular demostrô la naturaleza compleja de dicha 
envoltura. Inouye (76), DiRienzo et al., (33) y Wright y Tipper 
(174, 194) han publicado dos interesantes revisiones acerca de 
este tema asî como Herrero et al., (Herrero, E., Aldea, M. y 
Guerrero, R. Ciclo Celular en Bacterias. I. Aspectos Moleculares 
En a. Jimênez (Ed). Genética Molecular Bacteriana. Reverté. En 
prensa). La pared bacteriana situada por fuera dpi citoplasma, 
consta, en E. coli, de las siguientes capas de dentro afuera.
1*) Membrana citoplésmica: présenta la tîpica estructura de bica 
pa lipîdica y protéica con un espesor de 75 Â. En ella se en 
cuentran sistemas de transporte activo y fosforilaciôn oxida 
tiva.
2®) Peptidoglicano; también llamado Mureina o Glucopéptido. En
o
Gram negativas es una capa fina de 25 A de espesor. Forma un 
entramado rîqido que rodea a la célula formando una superma- 
croraolécula (sSculo). Confiere rigidez a la célula y le da 
forma. Evita que las células lisen en medios hipotônicos (am 
biente habituai en rauchas bacterias). Al ser eliminado el 
peptidoglicano las células adoptan, en medio isotônico, una 
forma esférica denominada esferoplasto.
La estructura del peptidoglicano consiste en cadenas forma- 
das por N-acetil glucosamina y Scido N-acetil murémico alter 
nativamente. Estas cadenas se unen por oligopéptidos que ac- 
tûan como puentes entre las cadenas a través de las unidades 
de écido N-acetil murSmico. Se cree que las cadenas glucîdi- 
cas se disponen de una manera paralela entre ellas y perpen- 
dicularmente al eje longitudinal de la bacteria (183).
3®) Espacio periplâsmico: se encuentra situado entre la membrana 
externa y el peptidoglicano. Tiene un grosor de 75 Â. Contie 
ne proteînas transportadoras de azûcares y de aminoâcidos es 
pecîficos y enzimas hidrolîticas taies como fosfatasa alcali
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na, rlbonucleasa, desoxirribonucleasa, fosfatasas de nucleô- 
tidos, etc. (18, 36, 64).
4®) Membrana externa: su constituciôn es similar a la membrana 
citoplâsmica. Es de un grosor de 75 A.Esté compuesta de fos- 
follpidos y proteînas (como la citoplâsmica). Ademés contie­
ns lipopolisacéridos que ocupan alrededor dé un 45% de la su 
perfide de la membrana. La porciôn lipîdica de los lipopoli 
sacéridos (lîpido A) reemplaza a los fosfolîpidos en la capa 
externa de la bicapa lipîdica. La porciôn hidrocarbonada se 
extiende hacia afuera de la célula. El nûmero total de proteî 
nas de la membrana externa es relativamente bajo en compara­
ciôn con la interna o citoplésroica, sin embargo, se encuen- 
tran en gran cantidad. Se dividen en proteînas de matriz, pro 
teînas 0,pA, lipoproteîna y otras proteînas rainoritarias. La 
denominaciôn de dichas proteînas es variable segûn los auto­
res. Se ha seguido la terminologîa utilizada por Osborn y Vhi 
(131) .
La funciôn de la membrana externa es la de confiner los en­
zimas y proteînas periplésmicos al espacio periplasmético.
Es ademés una barrera selective que impide la entrada de corn 
puestos tôxicos en la célula. Esto es especialmente importan 
te en las Enterobacterias: la membrana externa protege a la 
citoplasmética de las sales biliares que la alterarîan provo 
cando lisis celular. Las cadenas hidrocarbonadas de los lipo 
polisacéridos impiden la entrada de ciertos compuestos hidro 
fôbicos. Tienen, ademés, un papel importante en la relaciôn 
de la célula con el ambiente. Asî mismo, en bacterias patô- 
genas, tienen caracter de toxina.
Los nutrientes son transportados a través de la membrana ex­
terna por difusiôn pasiva. Al interior del citoplasma pene- 
tran por transporte activo a través de la membrana interna. 
Los sistemas transportadores activos estén exclusivamente lo 
calizados en la membrana citoplésmica.
Entre las proteînas de la membrana se encuentran:
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- Proteînas de la Matriz (OmpF y OmpC). Se caracterizan por 
su fuerte, aunque no covalente, asociaciôn con el peptidogl^ 
cano. También se asocia con otra proteîna mayoritaria de la 
membrana externa, la lipoproteîna- Parece ser que la funciôn 
de las proteînas de la Matriz es la formaciôn de poros de di 
fusiôn pasiva que permitan la difusiôn répida de molécules 
hidrof1licas de bajo peso molecular a través de la membrana 
externa (124).
- Proteîna OmpA: Parece que interacciona con el lipopolisacâ 
rido. Parte de esta proteîna esté expuesta en la parte exte­
rior de la membrana. Tiene una funciôn importante en la con- 
jugaciôn bacteriana y airve como receptor de ciertos fagos.
- Lipoproteîna: Esta proteîna esté covalentemente unida al 
peptidoglicano. Tiene 58 restes de aminoécidos. Esté unida 
por el grupo e-amino de la lisina C-terminal al grupo carbo- 
xilo de cada décime residue écido del peptidoglicano. La por 
ciôn N-terminal de la lipoproteîna es un reste de gliceril- 
cisteina a la que estén unidos dos écidos grasos por uniones 
ester y un écido grade unido por un enlace amida . Ademés 
de la lipoproteîna unida a peptidoglicano (2.4 x 10^ molêcu- 
las/célula) existe el doble de lipoproteîna libre (4.3 x 10^ 
moléculas/célula). Esta proteîna es la més abundante, numer^ 
camente, en la célula. Su funciôn es todavîa oscura, aunque 
se cree que interviens decisivamente en el mantenimiento de 
la integridad de la membrana externa.
- Proteînas Minoritarias: En ciertas condiciones de crecimien 
to llegan a ser tan abondantes como las mayoritarias. La fun 
ciôn de estas proteînas es muy variada, Han sido identifica- 
das como receptores de fagos y colicinas. Muchas intervienen 
en la entrada de sustratos a través de la membrana como hie- 
rro, maltosa o vitamine 8^2 - Particularmente interesantes son 
las proteînas G y D. La funciôn de la primera de ellas pare­
ce estar implicada en la coordinaciôn de la replicaciôn del 
DNA y la elongaciôn celular. La proteîna D, con un peso mole
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cular de 80.000 daltons, se sintetiza, segûn Gudas et al.,
(52), justo antes de la iniciaciôn de la replicaciôn y su 
sîntesis puede ser inhibida por écido nalidîxico.
Un aspecto muy interesante de la envoltura celular por su re 
laciôn con la morfologîa elongaciôn y septaciôn es la exis­
tencia de unas proteînas localizadas en la membrana interna 
llamadas PBP ("Penicillin Binding Protein"), llamadas asî 
por unirse covalentemente a la penicilina y en general a los 
antibiôticos 6-lactémicos.
El grupo de antibiôticos 6-lactémicos (Penicilinas y Cafalos 
porinas) afectan en gran manera al metabolismo del peptidogli 
cano. La mayor parte de estos antibiôticos inhiben la divisiôn 
celular a bajas concentraciones mientras que producen lisis a 
altas. Ciertas 8-Lactamas (Mecillinam) a concentraciones in- 
termedias producen grandes deformaciones en la célula sin que 
quede inhibida la divisiôn celular. Estas distintas respues- 
tas de la célula frente a los antibiôticos # -lactémicos pare 
ce que son debidos a la acciôn de estos sobre varios enzimas 
implicados en los ûltimos estadios del metabolismo del pepti­
doglicano. (Transpeptidasas, D-alanina carboxipeptidasa, endo 
nucleasa de peptidoglicano, etc.). Se ha propuesto que los 
efectos de estos antibiôticos sobre forma, divisiôn y elonga 
ciôn celular son debidos a su acciôn sobre distintos tipos de 
sistemas enziméticos.
Las proteînas PBP ("Penicillin Binding Protein") son aquellas 
proteînas de la membrana interna que se unen covalentemente 
a la Penicilina y a sus derivados. Su localizaciôn es la es- 
perada para aquellas proteînas que intervengan en los ûltimos 
estadios del metabolismo del peptidoglicano (162, 163, 164, 
165, 166, 175). Mediante métodos de marcaje y electroforesls 
se han podido detectar la existencia de 8 PBP a las que se 
denominô PBP 1, PBP 2, etc., segûn fuera decreciendo su peso 
molecular. Las PBP 7 y 8 sôlo se presentan en la estirpe B/r. 
Del estudio de mutantes afectados en alguna de las PBP y de 
la acciôn de distintos antibiôticos 6-lactémicos sobre la
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fisloloqîa celular, se ha podido concluir que las PBP 1, 2 y 
3 estén implicadas en los procesos de elongaciôn, forma y di 
visiôn respectivamente. Si se inhibe la PBP 1 (por ejemplo, 
por acciôn de la cefaloridina, una cefalosporina que se une 
preferencialmente a dicha proteîna) se detiene la elongaciôn 
produciéndose lisis celular, probablemente por la acciôn con 
tinuada de hidrolasas en ausencia de sîntesis de peptidogli­
cano. PBP 1 posiblemente actûe como una transpeptidasa que 
introduzca nuevos precursores en las cadenas de peptidoglica 
no en crecimiento. La sîntesis de éste continua incluso si 
las PBP 2 y/o PBP 3 son inhibidas (por acciôn del Mecillinam 
o de la cefalexina respectivamente o oor acciôn de la tempe­
ratura en mutantes termosensibles para dichas proteînas). La 
inactivaciôn de la PBP 2 produce grandes alteraciones en la 
morfologîa celular con pérdida de la forma bacilar. La inac­
tivaciôn de la PBP 3 produce una inhibiciôn de la septaciôn 
ocurriendo como consecuencia una filaraentaciôn de los baci- 
los. Es posible que la PBP 5 sea requerida para la formaciôn 
del septo pero no para el crecimiento en longitud de las cé­
lulas. Quizés la PBP 3 actûe al término de una ronda de re­
plicaciôn alterando la direcciôn del crecimiento del peptido 
glicano en un lugar potencial de divisiôn para la formaciôn 
del septo. El gen que codifica la proteîna PBP 3 esté local^ 
zado en el minute 2 y se denomina pbpB anteriormente llamado 
sep (4). Junto a él y formando un agrupamiento de genes que 
no son un operon (puesto que tienen varios promotores) se en 
cuentran varios loci que intervienen en la sîntesis de pep­
tidoglicano y divisiôn. El significado de este agrupamiento 
es aûn desconocido aunque se sabe que los genes de divisiôn 
localizados en dicho agrupamiento intervienen en la septaciôn 
celular o en la sîntesis de la pared celular (107).
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1.3 CRECIMIENTO EN MASA
La velocidad de duplicaciôn de particules (R) de una cé­
lula es el nûmero de veces que se divide por hora. En Escherichia 
coli este valor oscila entre un valor mSximo de 3 y un valor ml- 
nimo de 0. El tiempo de generaciôn ( t ) es el tiempo, normalmen­
te expresado en minutos, comprendido entre el nacimiento de una 
célula y su divisiôn. La velocidad de crecimiento y el tiempo de 
generaciôn se encuentran por tanto relacionados segûn la ecua- 
ciôn ;
R = 60/T 1
En condiciones de crecimiento exponencial balanceado,tan 
to la masa, como la cantidad de DNA, de RNA, de proteînas, de nû 
mero de células, etc., crecen a la misma velocidad.
La masa media (M) de una poblaciôn en fase de crecimien­
to exponencial es funciôn de su velocidad de crecimiento. Esta 
relaciôn se expresa en la ecuaciôn:
M = FÏq 2^ 2
Mq es la masa media teÔrica de una poblaciôn con velocidad de 
crecimiento cero. Esta relaciôn se demostrô para Salmonella 
typhimuriura por Schachter et al., (153) y posteriormente para
E. coli por Helmstetter et al., (58). Segûn el modelo teôrico 
de distribuciôn de edades de una poblaciôn exponencial desarro- 
11ado por Powell (137) y suponiendo un crecimiento exponencial 
en masa desde el nacimiento de una célula hasta su divisiôn ten- 
dremos que :
M^ = M ln2 = Md 3
Donde Mn es la masa de nacimiento y Md es la masa de la célula 
en el momento de su divisiôn. De las ecuaciones 2 y 3 se obtiene 
la ecuaciôn; ,, _R
ln2
17
De esta relaciôn se puede concluir que la masa raâxima de 
una célula (es decir la de una célula creciendo con un tiempo de 
generaciôn de 20 minutos en el momento de dividirse) es 8 veces 
mayor que la masa minima (es decir, la de una célula creciendo 
con un tiempo de generaciôn infinite, en el momento de su naci­
miento) ,
Por otra parte, Abbo y Pardee (1), Cummings (26) y Ecker 
y Kokaisl (42) postularon que el crecimiento en masa de una célu 
la desde el momento de su nacimiento hasta su divisiôn ocurre de 
una manera exponencial segûn la siguiente ecuaciôn
”t " '"’n 5
donde es la masa de la células a los t minutos de su nacimien­
to .
Recientemente Kubitschek (92) ha puesto en duda este tipo 
de relaciôn, postulando un crecimiento lineal de la masa durante 
el ciclo bacteriano.
El hecho de que aûn no se haya podido decidir a favor de 
una u otra teoria acerca del crecimiento en masa (o longitud) du 
rante el ciclo celular se debe en parte a la dificultad experi­
mental de distinguir una cinética exponencial de una bilineal en 
tre los valores 1 y 2. El error intrinseco de un experimento es 
similar a las diferencias existantes entre arabas cinéticas como 
puede deducirse con facilidad si se representan grâficamente.
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1.4 ELONGACION CELULAR
Las células de Escherichia coli pueden ser consideradas 
morfolôgicamente como cilindros con casquetes hemiesféricos. Des 
de el momento del nacimiento hasta su divisiôn las células dupli 
can su volumen por aumento en la longitud exclusivamente, ya que 
el diâmetro celular permanece constante a lo largo del ciclo (112) 
aunque recientemente se ha puesto en duda dicha constancia en el 
diâmetro (177). La longitud celular media (L) depende de la velo 
cidad de crecimiento (R). Ambos parâmetros se relacionan segûn 
la siguiente ecuaciôn (39):
L = (2 + 2R/3) um 6
Suponiendo una distribuciôn de edades que se ajuste a la 
teôrica de Powell (137) podemos calculer la longitud de nacimien­
to (Ln) de una célula si conocemos la longitud media de la pobla­
ciôn :
Lfj = L ln2 7
De las ecuaciones 6 y 7 se puede concluir que el tamano 
mlnimo de E. coli (es decir de una célula recién nacida crecien­
do a una velocidad de 0) es de 1.39 m. A este valor se le denomi 
na lambda (A ) (39). El tamano méximo de E. coli, calculado segûn
las ecuaciones 6 y 7 y teniendo en cuenta que la longitud en el 
momento de la divisiôn es el doble de la de nacimiento, es igual 
a 4 A . Esta longitud corresponderla a una célula a punto de divi­
dirse creciendo con una velocidad de R = 3.
Como ya se ha dicho antes, desde el nacimiento hasta la
divisiôn se observa una duplicaciôn de la longitud. El crecimien 
to durante el ciclo puede ser lineal, exponencial o lineal con 
una duplicaciôn. La discriminaciôn entre estas très posibilidades 
como ya dijimos al hablar del aumento en masa es muy dificil, ba- 
sândose en medidas a lo largo del ciclo,ya que las diferencias es 
peradas son menores al error experimental. Los distintos autores 
han tenido que recurrir a diferentes abordajes expérimentales pa-
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ra poder discernir entre las diversas posibilidades.
Diversos autores han propuesto que la elongaciôn celular 
ocurre de una manera lineal con una duplicaciôn en la velocidad 
de elongaciôn aproximadamente 20 minutos antes de la divisiôn 
(25, 39, 50, 140, 198, 199).
Donachie et al., (39) y Cullum y Vicente (25) proponen el 
siguiente modelo:
- Existen un nûmero determinado (posiblemente uno) de lugares de 
crecimiento para cada A de longitud.
- El crecimiento en longitud en dichos lugares ocurre a una velo­
cidad lineal, constante e inversamente proporcional al tiempo de 
generaciôn.
- La velocidad de elongaciôn de la célula dependerS, por tanto, 
del nûmero de lugares de crecimiento y del tiempo de generaciôn.
- Al alcanzar la célula un teimaho de 2 A se duplica la velocidad 
de elongaciôn de la célula al haberse duplicado el nûmero de si- 
tios de crecimiento. Séria en este momento cuando el crecimiento 
cambiase de unipolar a bipolar (9).
- Se inicia la septaciôn cuando la célula, independientemente del 
tiempo de generaciôn, alcanza un tamano de 2 A produciêndose la 
separaciôn de las células hijas 20 minutos después.
Zaritsky y Pritchard (140, 198, 199) proponen también que 
la elongaciôn se produce de una manera lineal con una duplicaciôn 
en la velocidad. Segûn ellos la velocidad de elongaciôn séria in­
versamente proporcional al tiempo de generaciôn y directamente, 
al nûmero de términos cromosômicos. Por otra parte la senal que 
llevarla a un doblaje en la velocidad séria la terminaciôn de la 
replicaciôn.
Pierucci (132) supone que la velocidad de elongaciôn por 
lugar de crecimiento es constante e independiente del tiempo de 
generaciôn. La velocidad de elongaciôn de la célula séria funciôn
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del nûmero de sltios existentes. Segûn su modelo, en cada Inicia 
ciôn de la replicaciôn se producen nuevos lugares de elongaciôn.
Finalmente Koppes et al., (89) postulan que el crecimien 
to en longitud de Escherichia coli ocurre de una manera exponen­
cial a lo largo de su ciclo celular.
La coordinaciôn entre la elongaciôn celular y la divisiôn
no es clara. Recientemente ha sido descrito por MartInez-Salas y
Vicente (115) una mutaciôn en el gen wee que afecta al control de 
la elongaciôn o a la coordinaciôn entre este proceso y la divisiôh 
celular. En ausencia del producto del gen wee las células se divj^ 
den a una longitud menor que la caracterlstica correspondiente al 
tiempo de generaciôn con el que se encuentran creciendo. El pro­
ducto del gen wee, por tanto, pudiera ser una senal acopladora
entre la elongaciôn celular y la divisiôn.
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1.5 CRECIMIENTO DE LA PARED CELULAR
Se han propuesto diversos modelos de crecimiento de las 
envolturas celulares a lo largo de la vida de Escherichia coli. 
Los resultados expérimentales obtenidos hasta la fecha son con- 
tradictorios, existiendo datos que apoyan un modelo u otro. Si 
existen zonas de crecimiento o no y en caso de su existencia su 
localizaciôn son temas aûn sujetos a debate. El modelo raâs anti- 
guo fue el propuesto por Jacob et al., (78) que supone la exis­
tencia de una zona ecuatorial de crecimiento. Al elongar la célu_ 
la y encontrarse la zona de crecimiento entre las dobles cadenas 
de DNA, que se encontrarlan unidas a la envoltura celular, actua 
ria el crecimiento de la pared como un mecanisrao mitôtico.
La existencia de zonas de crecimiento diferenciadas ha s^ 
do propuesta por diversos autores. Keppes y Autissier (82) conclu 
yeron, tras estudiar la distribuciôn de la permeasa de la lactosa 
en la membrana citoplasmética, que el crecimiento se realiza a 
través de una zona discrets. Ryter et al., (146) propusieron que 
la zona de crecimiento se localiza en una banda central de la cé­
lula. La utilizaciôn de écido diaminopimélico marcado les permi- 
tiô observar que esta molécula se incorpora en la zona central 
del peptidoglicano para, posteriormente, distribuirse al azar por 
todo el século.
Schwarz et al., (156) sugieren que las zonas de crecimien 
to actûan como aparato mitôtico y postulan, ademés, la existencia 
de dos tipos de zonas de crecimiento: una estrecha que estarîa im 
plicada en la divisiôn y otra ancha que estarîa implicada en la 
elongaciôn.
Ryter et al., (147) y Begg y Donachie (8 , 9) estudiando 
proteînas receptoras de fagos observan que dichas proteînas se 
sintetizan en zonas localizadas de la membrana externa de E. coli. 
As! Ryter et al., (147) proponen que la zona de crecimiento ocupa 
una banda central mientras que Begg y Donachie (3, 9) sugieren que 
el crecimiento ocurre, en células pequenas, en uno de los polos
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celulares pasando a un crecimiento bipolar al alcanzar la cëlula 
un tamano determinado.
Los datos en contra de una zona especlfica de crecimiento 
se basan en la incorporaciôn al azar de los lipidos de la membra­
na (97) as! como en la inserciôn, también al azar, de las protel- 
nas mayoritarias de la membrana externa observada por Begg (7).
En cuanto a la incorporaciôn de precursores en las envol­
turas celulares Boyd y Holland (14) observan que las proteînas to 
tales y de la membrana interna se incorporan de una manera expo­
nencial, mientras que las proteînas de la membrana externa lo ha­
cen linealmente con una duplicaciôn en la velocidad unos 15 minu­
tos antes de la divisiôn. También observaron que la velocidad de 
incorporaciôn es independiente de sîntesis de DNA no encontrSndo- 
se regulado por mecanismos de duplicaciôn génica. Estos resulta­
dos apoyan la hipôtesis de Donachie et al., (39) y de Cullum y 
Vicente (25) que postulan que la duplicaciôn en la velocidad de 
elongaciôn es independiente de la sîntesis de DNA en contra de 
Zaritsky y Pritchard (140, 198, 199) que suponen que la velocidad 
de elongaciôn es directamente proporcional al nûmero dfe términos 
cromosômicos.
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1.6 CRECIMIENTO EN DIAMETRO
Escherichia coll desde su nacimiento hasta su divisiôn 
duplica su volumen por aumento en longitud. El radio permanece 
constante a lo largo del ciclo segûn observaron Marr et al., (112) 
Recientemente Trueba y Woldringh (177) han sugerido una variaciôn 
en el diémetro celular a lo largo del ciclo. Segûn su propuesta, 
se produce una disminuciôn en el radio desde el nacimiento hasta 
la constricciôn, momento en el que volveria a aumentar.
Al aumentar la velocidad de crecimiento se produce un 
aumento en el volumen debido no solo a un incremento en la longi­
tud sino también en el diémetro (50, 152). En mutantes auxotrôfi- 
cos para la timina se puede alargar el perîodo de replicaciôn por 
limitaciôn en la concentraciôn de esta base sin que disminuya la 
velocidad de crecimiento. Este aumento en el perîodo de replica­
ciôn va unido a un incremento en el volumen celular debido segûn 
Meacock et al-, (121) y segûn Zaritsky y Pritchard (199) a un 
aumento en el diémetro. Dicho aumento serîa inversamente propor­
cional a la concentraciôn en DNA (nûmero de équivalentes genômi- 
cos por masa celular). Posteriormente Pritchard et al., (142) de 
secharon esta posibilidad al observar, en mutantes dna A crecidos 
a temperaturas intermedias entre las permisiva y restrictiva, que 
el aumento en diSmetro era independiente de la concentraciôn en 
DNA. Por otra parte, Begg y Donachie (10) han observado que el 
aumento en volumen, al alargarse el perîodo de replicaciôn, no 
es debido a un incremento en el radio (que permanece constante) 
sino en la longitud. El mismo resultado fue obtenido por Pritchard 
et al., (142) al observar que el aumento en volumen, al producir-
se una disminuciôn en la concentraciôn de DNA, era debido a un in 
cremento en la longitud, permaneciendo constante el diâmetro.
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1.7 DENSIDAD CELULAR
Se han propuesto diversos modelos de crecimiento en masa, 
longitud y radio a lo largo de la vida de E. coli. La masa y la 
longitud, a lo largo del ciclo, oscilan entre unos valores rela­
tives de 1 y 2 , hecho que dificulta la apreciaciôn entre los dos 
modelos bSsicos: crecimiento exponencial o crecimiento lineal con 
una duplicaciôn en un momento determinado del ciclo. Si el volu­
men (o la longitud, ya que el diâmetro celular parece que se man 
tiene constante o varia muy poco) y la masa aumenta segûn cinêti 
cas de crecimiento distintas se deberân observar variaciones en 
la densidad de las células a lo largo de su vida, presentândose 
la mayor variaciôn en el momento en que la velocidad se duplicase 
en la cinética lineal.
Aunque existe algûn dato experimental (136) acerca de va­
riaciones en la densidad durante el ciclo celular, los resultados 
mâs recientes, obtenidos por Martlnez-Salas et al., (114) y 
Woldringh et al., (comunicaciôn personal) indican que la densidad 
de Escherichia coli es constante a lo largo del ciclo. Asimismo 
observaron que la densidad es constante independientemente de la 
velocidad de crecimiento (1.105 g/ml). Estos resultados indican 
que las cinéticas de aumento en masa y volumen son paralelas. Por 
tanto, si el diâmetro celular permanece constante, la cinética de 
aumento en longitud deberâ ser paralela a la presentada por la ma 
sa y el volumen. Si por el contrario el diâmetro disminuyera a lo 
largo del ciclo hasta el inicio de la constricciôn para aumentar 
después (177) la cinética de aumento en longitud no corresponde- 
rfa a ninguna de las descritas (exponencial o bilineal).
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1.8 REPLICACION DEL CROMOSOMA BACTERIANO
El cromosoma de Escherichia coli es una molécula circu­
lar de DNA de doble cadena con un peso molecular de 2.5 x 10^ 
daltons y una longitud entre 1.0 y 1.4 mm. Se encuentra condensa 
do en la célula formando una estructura denominada nucleoide.
Jacob et al., (78) sugirieron que el cromosoma bacteria­
no se encuentra asociado a la membrana celular mediante una unién 
que posiblemente intervenga en la regulaciôn de la sîntesis de 
DNA y en la segregacién de los cromosomas. Leibowitz y Shaeter 
(95) y Thilo y Vielmetter (172) propusieron que el cromosoma se 
encuentra unido a la envoltura celular probablemente a través 
del lugar de replicaciôn y/o el origen y el término cromosômico. 
Wolf-Watz y Norquist (193) demostraron la existencia de una pro- 
telna de la membrana externa con un peso molecular de 31000 dal­
tons que présenta una uniôn especlfica con el cromosoma bacteria 
no, posiblemente a través del origen de replicaciôn ori C (191)-
La replicaciôn del DNA de E. coli comienza en un lugar 
especlfico del cromosoma denominado ori C y localizado en el mi­
nute 83 del mapa genético. Dicho origen de replicaciôn ha sido 
clonado por Yasuda e Hirota (196).
A partir de ori C la sîntesis del cromosoma bacteriano 
procédé de una manera bidireccional y semiconservativa (13) has­
ta llegar a un lugar localizado en una zona diametralmente opues 
ta a ori C. Dicha zona, denominada ter C, se encuentra entre los 
minutos 32 y 34 del mapa genético de Escherichia coli (100) . 
Louarn et al., (100) sugirieron que las horquillas de replica­
ciôn quedan detenidas en ter C no pudiendo avanzar a partir de 
esta zona. Es interesante hacer notar que ter C se encuentra en 
una zona del cromosoma que, segûn parece, es genêticamente silen 
dosa (4). Por otra parte, Edlund et al., (43) proponen que la
teminaciôn de la replicaciôn ocurre al encontrarse las dos hor­
quillas de replicaciôn, o bien, si la replicaciôn es unidireccio- 
nal^ por efecto de baja concentraciôn de timina en cepas auxotrô-
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fleas, cuando la horquilla de replicaciôn compléta una ronda. La 
iniciaciôn de la replicaciôn es un proceso complejo que requiere 
sîntesis de proteînas y de RNA segûn demostraron Lark et al. , (94) 
y LaaljzJe y Manawalt (109) .
El tiempo mînimo que tarda una célula en replicar su cro 
mosoma es de 40 minutos (12, 110) y sin embargo puede llegar a 
duplicar su contenido en DNA en tiempo tan cortos como 20 minu­
tos. Este hecho, que puede parecer una contradicciôn, es debido 
a la posibilidad que tiene E. coli (asî como otras bacterias es- 
tudiadas) de comenzar nuevas rondas de replicaciôn (es decir, de 
que se produzcan nuevas iniciaciones) antes de que las horquillas 
de replicaciôn en curso finalicen su sîntesis de DNA (57, 197). 
Asî Bird y Lark (12) observaron que la frecuencia de iniciacio­
nes aumenta a medida que aumenta la velocidad de crecimiento, 
permaneciendo constante la duraciôn del perîodo de replicaciôn. 
Helmstetter y Pierucci (61) estiman que la méxima frecuencia de 
iniciaciôn puede estar determinada por la mînima distancia permi 
tida entre horquillas de replicaciôn. Marvin (117) sugiere que 
las nuevas rondas de replicaciôn se inician cuando el ârea de la 
membrana que se encuentra alrededor de un lugar de replicaciôn 
aumenta lo suficiente como para permitir la formaciôn de un nue­
vo lugar de replicaciôn.
Helmstetter et al., Donachie y Pritchard et al., (35, 58, 
139, 141) observaron que el tamano (masa o volumen) medio por 
origen de replicaciôn en la iniciaciôn es relativamente constan­
te en células creciendo a 37”C con un tiempo de generaciôn infe­
rior a 70 minutos. Se producen 2^ iniciaciones en 2" copias del 
origen de replicaciôn cuando la célula alcanza una masa igual a 
2" X Mi. Mi o Masa de Iniciaciôn es la masa que tiene una célula 
creciendo con un ciclo de 60 minutos en el momento de su nacimien 
to, momento que coincide con el comienzo de la replicaciôn, y n 
es un nûmero entero cualquiera. Recientemente Grossman y Ron (49) 
han puesto en duda el modelo anterior al observar que, bajo cier 
tas condiciones^ se produce un desacoplamiento entre la iniciaciôn
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de la replicaciôn y la adquisiciôn de la masa de iniciaciôn, de 
tal manera que, tras una inhibiciôn de la sîntesis de proteînas, 
la iniciaciôn de la replicaciôn ocurre a una masa menor que la 
masa de iniciaciôn. Por otra parte. Churchward et al.. (29) han
observado que en B/r la Masa de Iniciaciôn llega a duplicarse 
cuando las células crecen a una velocidad entre 0.6 y 1.6 dupli- 
caciones por hora, permaneciendo constante a mayores velocidades.
Helmstetter, et al., (62) resuraen de la siguiente manera 
los posibles requerimientos de una célula para iniciar su proce 
so de replicaciôn:
- Formaciôn del aparato replicativo con los correspondientes en­
zimas para la replicaciôn.
- Sîntesis de los componentes de la envoltura que puedan estar 
implicados en la replicaciôn.
- Activaciôn o desinhibiciôn de genes esenciales para la inicia­
ciôn .
- Avance de las horquillas ya existentes hasta una distancia que 
no interfiera con la formaciôn y actuaciôn de otras nuevas.
- Crecimiento celular hasta un tamano crîtico.
Una vez que se ha producido la iniciaciôn de la replica­
ciôn esta continua su curso hasta el término. El perîodo de re­
plicaciôn, también llamado perîodo C, tiene una duraciôn constan 
te de 4 0 minutos para velocidades de crecimiento superiores a 
una duplicaciôn por hora (12, 110). Como ya se ha indicado antes 
las células pueden tener un perîodo de replicaciôn de duraciôn 
superior a su tiempo de generaciôn gracias a la posibilidad de 
haber solapamiento en rondas de replicaciôn. Las configuraciones 
cromosômicas para distintos tiempos de generaciôn y de replica­
ciôn se encuentran descritas en las revisiones de Helmstetter 
et al., (58) y de Donachie et al., (40). Para tiempos de genera­
ciôn superiores a 60 minutos, la constancia del perîodo de repli­
caciôn esté Duesta en duda en base a resultados obtenidos oor
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Helmstetter y Pierucci(61) en la estirpe B/r A en las que se pue 
de observer que el période de replicaciôn aumenta proporcional- ■ 
mente a la duraciôn del tiempo de generaciÔn. Por otra parte, 
Kubitschek y Freedman (93) y Chandler et al., (27) observaron 
que el perlodo C permanece constante Independientemente de la ve 
locidad de creclmiento. Por otra parte, al también mantenerse 
constante el perlodo de tiempo entre el témino de la ronda de 
replicaciôn y la divisiôn celular (93), queda impllcita la exis- 
tencia de un perlodo denominado perlodo B, durante el cual no se 
produce slntesis de DNA. Dlcho perlodo B séria el comprendido en 
tre el nacimlento y la inlciacldn de la replicaciôn.
El perlodo de replicaciôn puede alargarse hasta una dura 
ciôn indefinida mediante limitaciôn de precursores de DNA en mu­
tantes auxôtrofos para dichos precursores (143). Bajo estas con- 
diciones, la velocidad de polimerizaciôn del DNA disminuye, pro- 
vocando, como es lôgico, un aumento en la duraciôn de C. Este he 
cho no lleva necesariaroente aparejado un alargamlento en el tiera 
po de generaciÔn ya que pueden producirse nuevas iniciaciones con 
el consiguiente solapamiento de rondas de replicaciôn.
Una vez se ha producido la iniciaciôn de la replicaciôn 
esta puede continuar hasta su término en condiciones de inhibi- 
ciôn de slntesis de protelnas (34, 94, 109). Sin embargo, Maru- 
nouchi y Messer (116) observaron que si se inhibe la slntesis de 
protelnas durante un tiempo lo suficientemente largo como para 
que terminen las rondas de replicaciôn en marcha,la divisiôn no 
se hace resistente a âcido nalidlxico. Dix y Helmstetter (34) ob 
servaron el mismo hecho aunque la divisiôn si se producla si se 
quitaba la timina del medio (en mutantes con esta auxotrofla) al 
desbloquear la slntesis de DNA. Marunouchi y Messer (116) propu- 
sieron que durante una inhibiciôn de la slntesis de protelnas la 
replicaciôn continua hasta casi el tërmino, quedando sin replicar 
un segmento de la regiôn terminal con un tamano de un 0.5% del 
cromosoma. El hecho de que se produzca divisiôn en ausencia de 
timina séria explicable por la existencia de un contenido inter-
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no de dicha base que permitlese la replicaciôn de dicho segmente. 
Loehr y Hanawait (99) y Harsh y Hepburn (113) observaron que en 
las condiciones describes por Marunouchi y Messer (116) no se pro 
duce la replicaciôn del segmento terminal del cromosoma, aunque 
Marsh y Hepburn (113) observaron que durante un ayuno de timina 
se produce una variable aunque limitada replicaciôn en el orlgen. 
Por su parte, Helmstetter et al (62) sugieren que el âcido nali­
dlxico tiene un efecto inhibitorio sobre la divisiôn celular, a- 
parte del que tiene sobre la replicaciôn.
El estudio de mutantes afectados en la slntesis del DNA 
ha podido llevar a la caracterizaciôn de diversas protelnas cuyas 
funciones son esenciales en la replicaciôn del cromosoma bacte- 
riano. Estos mutantes pueden estar afectados en la iniciaciôn de 
la replicaciôn, en la elongaciôn del cromosoma o en ambos proce- 
sos. Lôgicamente son mutantes condicionales, termosensibles o 
criosensibles. Wickner (184) en una revisiôn sobre las protelnas 
de replicaciôn de Escherichia coli resume las funciones de éstas 
asl como los loci que las codifican en la tabla I. Esta ha sido 
ampllada con datos de Kornberg (90) y de Bachmann y Low (4).
Tabla I Loci relacionados con la slntesis de DNA.
Iniciaciôn de la Replicaciôn
Locus Posiciôn caracterizaciôn
dna A 82
48 K; actua de forma positiva contra 
rrestando un control negative que
bloquea la iniciaciôn
dna B 91
250 K; subunidades de 48 K; 10 mo 
léc./cél? rNTPasa estimulada por 
DNA de cadena sencilla
dna C(D) 99 25 K; interacciona flsica y funcio- nalmente con la proteina DnaB
dna I 39 desconocida
dna J 0.5 desconocida
Tabla I (Continuaciôn)
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Locus Posiciôn caracterizaciôn
dna K 0.5 desconocida
dna P 84 mutante de membrana
rpo A 72 subunidad « de la RNA pollmerasa
rpo B 89 subunldad 8 de la RNA pollmerasa
rpo C 89 subunidad 8’de la RNA pollmerasa
rpo D 66 subunidad y de la RNA pollmerasa
Elongaciôn del cromosoma
Locus Posiciôn caracterizaciôn
dna B 91 ver Iniciaciôn
dna C(D) 99 ver iniciaciôn
dna G 66 65 K; 10 molec./cel.; prlmasa
dna L(K) 28 desconocida
li£ 51 DNA llgasa
dna X 10 subunidad g de la DNA pollmerasa III
dna Y 12 desconocida
dna Z 10 subunidad y de la DNA pollmerasa III
pol C (dna E) 4 subunidad a de la DNA pollmerasa III
pol A 85 exonucleasa 5'-3' de la DNA pollme­rasa I
gyr A (cou) 82 subunidad 3 de la DNA glrasa sensi­ble a novoblocina y coumermiclna 1
gyr B (nal A) 48 subunidad a de la DNA girasa sensi­ble a ac. nalidlxico y oxollnico
EgE 83 DNA hellcasa
pol B 2 DNA pollmerasa II
ssb 91 proteina de unlôn a DNA de 1 cadena
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En cuanto a la regulaclôn de la replicaciôn del cromoso­
ma bacteriano se han sugerido dos modelos:
1.- Regulaciôn positiva; Jacob et al (78) sugieren que pa 
ra la replicaciôn hay una estructura o sustancia cuya presencia 
es necesaria para que ocurra. Su slntesis se producirla a una vb 
locidad que estarla determinada por la velocidad de crecimiento. 
Un modelo de regulaciôn positiva séria también el propuesto por 
Maalçfe y Kjeldgaard (110), por Helmstetter et al (58) y por Dona 
chie y Masters (41) que postula la existencia de un activador que 
o bien se sintetizarla a un tiempo determinado del ciclo celular 
o bien se irla acumulando a lo largo del ciclo hasta alcanzar una 
concentraciôn critica que dispararla la iniciaciôn de la replicaciôn.
2,- Regulaciôn negative : este modelo elaborado por Prit­
chard et al (141) propone la existencia de un inhibidor de la inl 
ciaciôn que estarla codificado por un gen cuya localizaciôn estu 
viese prôxima a oriC. Este gen se transcribirla tras su replica­
ciôn, sintetizandose una concentraciôn determinada de inhibidor 
independientemente de la velocidad de crecimiento. La presencia 
del inhibidor a una concentraciôn critica impedirla la existencia 
de nuevas iniciaciones. La concentraciôn irla disminuyendo a medi 
da que la célula aumentase en volumen a lo largo de su vida. La 
diluciôn del inhibidor llegarla a tal punto que permitirla la 
formaciôn de nuevos complejos de iniciaciôn. La velocidad de di­
luciôn del inhibidor (que séria inversamente proporcional a la 
velocidad de crecimiento) determinerla la frecuencia de inicia­
ciones. Los resultados de Grossman y Ron (49) parecen ir en con­
tra de este modelo. En efecto, tras una inhibiciôn de la slntesis 
de protelnas, observaron que se producla una nueva iniciaciôn a un 
tamano menor al normal. Por tanto, la concentraciôn del inhibi­
dor, si es que existiese tal, no habrla caido a un nivel que per 
mitiese nuevas iniciaciones.
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1.9 SEPTACION
Al tiempo que transcurre desde el término de la replica­
ciôn del cromosoma bacteriano hasta la separaciôn celular se le 
denomina perlodo D. Durante este perlodo ocurren los procesos de 
septaclôn. Se denomina perlodo T al tiempo que transcurre desde 
que pueden visuallzarse las constricciones en células en divisiôn 
hasta la divisiôn celular.
Se llama septo al tabique transversal que sépara las cé­
lulas hermanas. Se forma por un crecimiento centrlpeto de la mem 
brana citoplSsmica y del peptidoglicano de la pared. La membrana 
externa no forma parte del septo hasta que las células comienzan 
a separarse (15,16). Sin embargo , durante la formaciôn del se£ 
to, êste se va separando por lo que al microscopio se observa una 
constricciôn (87) . Todos los materiales necesarios para la septa 
ciôn han sido sintetizados durante el perîodo de replicaciôn. Asf 
la divisiôn (y por tanto la formaciôn del septo) durante este pé­
riode se hace resistente a la inhibiciôn de slntesis de DNA, de 
RNA y de protelnas (16, 20, 60, 94, 152). Burdett y Murray (15, 
16) postulan très fases en el proceso de septaciôn:
1 .- Modificaciôn de la pared bacteriana mediante la rup- 
tura del entramado del peptidoglicano por acciôn de enzimas hi- 
drollticas. Este proceso ocurrirla al término de la replicaciôn 
y la modificaciôn se localizarla en la zona de crecimiento de la 
pared.
2.- Iniciaciôn de la slntesis de la pared y membrana del 
septo mediante el ensamblaje y organizaciôn de los precursores ya 
sintetizados.
3.- Crecimiento centrlpeto de la membrana externa y sepa 
raciôn flsica de las células. La separaciôn fisiolôgica de las cé 
lulas hermanas ocurre juste antes de la separaciôn flsica.
La duraciôn del perlodo D, definido como el tiempo que 
transcurre entre el término de la replicaciôn y la divisiôn, es 
constante e igual a 20 minutes para células creciendo a una velo-
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cldad mayor a una duplicaciôn por hora (23). Se ha observado que 
si el perlodo de replicaciôn es mayor de 40 minutos, D se acorta 
(120). Por el contrario, a velocidades de crecimiento menores a 
una duplicaciôn por hora, D sufre un aumento, pudiendo llegar a 
valores de 53 minutos (62).
Al comienzo del perlodo D ocurren los siguientes sucesos:
1.- Término de la ronda de replicaciôn més antigua.
2.- Segregan los dos nucleoides yendo cada uno a cada la 
do de la célula. A velocidades mayores a dos duplicaciones por 
hora la separaciôn de los cromosomas se va realizando durante la 
replicaciôn (189). La segregaciôn, segOn postularon Jacob et al 
(78), parece ser debida al crecimiento de las envolturas celula- 
res entre los lugares de uniôn de los nucleoides a la membrana.
El patrôn de segregaciôn de los cromosomas esté aûn poco claro; 
se ha descrito que la segregaciôn ocurre de una manera al azar 
(111,145) o bien de una manera orientada (24, 135).
3.- Finaliza un perlodo de slntesis de proteinas nece- 
sarias para la divisiôn. Este perlodo, descrito por Pierucci y 
Helmstetter (134) séria concomitante con el perlodo de replica­
ciôn (perlodo C) y de igual duraciôn a él, es decir, 40 minutos. 
Este perlodo, también llamado perlodo PS, puede ser desfasable 
del perlodo C.
4.- Se sintetizan y actuan la(s) proteina(s) de termina- 
ciôn. Esta(s) proteina(s) cuya existencia fue postulada por Jo­
nes y Donachie (80) se sintetizarla(n) al término de la ronda de 
replicaciôn y séria(n) necesarias para la divisiôn celular. Su 
funciôn y significado serén discutidos roés adelante.
5.- Activaciôn de autolisinas. El comienzo del perlodo D 
coincide con una mayor sensibilidad a la penicilina (69).
6 .- Unos minutos después de comenzar el perlodo D se em- 
pieza a visualizar el septo, que finalizaré su slntesis unos 10 
minutos después a velocidades de crecimiento superiores a una du 
plicaciôn por hora. Este perlodo, llamado T, parece ser que se 
alarga a velocidades de crecimiento inferiores a una duplicaciôn 
por hora hasta un valor aproximado de 1/6 del tiempo de generaci&i (189)
34
1.10 EL GEN ft SA. AGRUPAfllENTO DE GENES QUE INTERVIENEN EN LA 
DIVISION ALREDEDOP. DEL MINUTO 2 DEL CROMOSOMA DE ESCHERI* 
CHIA COLI
En 1964 van de Putte (178) obtuvo, por primera vez, una 
colecciôn de mutantes termosensibles afectados en los procesos 
de divisiôn a los que dividiô en dos clases segdn la capacidad 
que tuviesen de sintetizar DNA a la temperatura restrlctlva. Con 
siderô como mutantes proplamente de divisiôn aquellos que a la 
temperatura restrictiva presentaban crecimiento, slntesis de pro 
telnas y slntesis de Scidos nucleicos. A esta catégorie pertene- 
clan dos estirpes que albergaban las mutaciones fts-lO y fts-12 
que fueron posteriormente denominadas ftsA(Ts) (67,186) por ser 
aparentemente alélicas de la mutaciôn ftsA presents en là estir­
pe PAT-84 aislada por Hirota et al (68) . Posteriormente Lutken- 
haus y Donachie (104) aislaron un fago lambda transductor que en 
condiciones de lisogenia complementaba a los mutantes ftsA con-
firiendoles termorresistencia. Asimismo obtuvieron un fago lamb
da transductor portador del alelo ambar ftsA-16, mutaciôn presen 
te en la estirpe OV-16 (-38,104), mediante el que pudieron identl 
ficar el producto del gen ftsA: una proteina con un peso molecu­
lar de 50.000 daltons. Los anâlisis de complementaciôn realizà- 
dos con fagos transductores mostraron que las mutaciones fts-lO, 
fts-12 y ftsA-16 son formas alélicas del gen ftsA (106), asl co­
mo también lo es la mutaciôn ts-1882 (3,180). Por el contrario, 
Lutkenhaus et al (106) mostraron que la mutaciôn termosensible 
présente en la estirpe PAT-84 (68) no es un alelo del gen ftsA
sino de otro que se encuentra localizado entre ftsA y envA al que
denominaron ftsZ. El término ftsA también fue utilizado por Tay­
lor (170) para referirse a los mutantes résistantes a azida, pro 
poniendo el nombre de azi como sinônimo raés antiguo, ya que se 
pensô que ftsA y azi eran un mismo gen. Wijsman (186) demostrô 
que ftsA y azi corresponden a loci distintos.
La zona del cromosoma en la que se encuentra el gen ftsA
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tiene una longitud de 20.8 pares de kilobases (45) conteniendo 
un minirao de 10 loci que intervienen en los procesos de divisiôn 
y/o en la biosintesis del peptidoglicano. El orden de estos genes 
en el mapa cromosômico de Escherichia coli es:
pbpB murE murF murG murC ddl ftsQ ftsA ftsZ sulB envA azi
(11,45,47,79,106,107,125,148,136,187).
- pbpB también llamado sep o ftsi (45, 165,168) corresponde al
gen que codifica la PBP-3, necesaria en la septaciôn.
- murE (102,186) codifica la enzima que adiciona écido meso-dia-
minopimélico a la mureina.
- murF (101,186) codifica a la enzima que adiciona D-alanil-D-
-alanina.
- murG (148) se desconoce su funciôn aunque se sabe que intervie
ne en la biosintesis de la mureina. Peso molecular de 48 
kilodaltons (107).
- murC (101,186) codifica a la enzima que adiciona L-alanina a la
mureina. Peso molecular de 65 kilodaltons (107).
- ddl (103) codifica a la D-alanina: D-alanina ligasa. Peso mo­
lecular de 30 kilodaltons (107).
- ftsQ (11) Interviens en la septaciôn. Peso molecular entre 20
y 30 kilodaltons.
- ftsA (38,104, este trabajo) Interviens en la septaciôn. Actua
como una proteina de terminaciôn. Peso molecular de 50 
kilodaltdns.
- ftsZ (45, 68,106,180) Interviens en la iniciaciôn de la septa­
ciôn. Peso molecular de 45 kilodaltons (107).
- sulB supresor de Ion (47,79).
- envA (107, 126,127,128,192) posiblemente codifique a la enzima
N-acetilmuramil-L-alanina amidasa. Peso molecular de 31 
kilodaltons.
- azi resistencia a azida, filamentaciôn a 42“C (170).
Los mutantes mur y ddl son mutantes Its , es decir, que 
lisan a la temperatura restrictiva. La mutaciôn pbpB y las muta­
ciones fts y azi provocan una inhibiciôn de la divisiôn a la tem
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peratura restrictiva con la consiguiente filaraentaciôn de las cé 
lulas. La mutaciôn envA provoca la formaciôn de cadenas de célu­
las. Este agrupamiento de genes se encuentra organizado en, al 
menos, cuatro unidades de transcripciôn (148), siendo los promo- 
tores funcionales incluso cuando se encuentran transpuestos en 
otro lugar del cromosoma (148). Los genes ftsA, ftsQ y fts2 no 
estân constituidos en un solo operôn sino que forman un minimo de 
dos unidades de transcripciôn, compartiendo, posiblemente, ftsA 
un promoter con ftsQ o ftsZ, teniendo estos dos dltiraos genes 
promotores independientes (11). Por otra parte los genes mürC, 
ddl y posiblemente murG se encuentran formando un ûnico operôn 
(107,148). La razôn y el significado de este agrupamiento es afin 
desconocido. El hecho de que estos genes no se encuentren àgrupa 
pados en un operôn lleva a preguntarse si este agrupamiento es o 
no fruto de la casualidad. Otros agrupamientos de este tipo, es 
decir de varies operones juntos, se da también en Escherichia co­
li , como por ejemplo con los genes que intervienen en la trans­
cripciôn y en la traducciôn (4).
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1.11 PLANTEAMIENTO DE LA TESIS
Desde casi los comienzos del estudio del ciclo celular 
de Escherichia coli se observô que una inhibiciôn de la sintesis 
de DNA impedla la divisiôn celular. La necesidad del término de 
una ronda de replicaciôn para que se produzca divisiôn celular 
fue postulado por diversos autores como Clark (20,21), Clark y 
Maaljrfe (22), Helmstetter y Pierucci (60), Helmstetter et al (58), 
Hoffman et al (69), etc.
La existencia de una proteina, denominada proteina de ter 
minaciÔn, que se sintetizarla al término, y solo al término, de 
una ronda de replicaciôn y cuya acciôn séria necesaria para la di 
visiôn celular fue postulada por Jones y Donachie (80). El signi­
ficado de esta proteina séria, claramente, el de impedir la for­
maciôn de células sin cromosoma o parcialmente defectivas en con­
tenido genêtico. Aseguraria que la divisiôn quedase detenida, al 
menos, hasta que se hubiese producido una duplicaciôn del material 
genêtico. Sin embargo, diversos autores han propuesto (62) que la 
replicaciôn del cromosoma bacteriano no es un requisite necesario 
para la divisiôn celular.
En nuestro trabajo nos proponemos aportar datos que pue- 
dan ayudar a la clarificaciôn de las posibles relaciones entre 
la replicaciôn y la divisiôn. Como hipôtesis de trabajo postulâ­
mes que el término de la ronda de replicaciôn es un requisite ine 
ludible para que se pueda producir la divisiôn celular.
Como material de trabajo hemos elegido la bacteria Esche­
richia coli dado el gran nivel de conocimientos que de ella se tie 
ne. El trabajo se ha realizado con dos mutantes termosensibles de 
divisiôn, las estirpes D-2 y D-3. Dichas estirpes se obtuvieron 
por transducciôn a la estirpe OV-2 de las mutaciones termosensi­
bles présentes en las cepas MAC-2 y MAC-3. Un estudio genético 
posterior mostrô que dichas mutaciones lo son en el gen ftsA.
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El abordaje cientîflco se reallzô a nlveles flsiolôglcos 
y genéticos. Prlmeramente se estudlaron las estirpes a un nivel 
genético seguido de su caracterizaciôn fisiolôgica. Posteriormen 
te se estudlaron las relaciones existentes entre la proteina 
FtsA y la proteina de terminaciôn. Finalmente se estudiô là re- 
laciôn entre slntesis de DNA y divisiôn bacteriàna.
S1
M A T E R I A L E S
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2.1 MATERIAL BIOLOGICO
2.1.1 Material bacterlolôglco
Las distintas estirpes bacterianas de Escherichia coli 
utilizadas en la realizaciôn de este trabajo se detallan en la 
Tabla II. Proponemos que la mutaciôn divA, descrita originalmen- 
te en la estirpe MAC-1 por de Pedro et al (32) , se denomine 
ftsÀ-3. Asimismo, proponemos que la mutaciôn divB, descrita ori­
gins Imente por Llamas (108,) en la estirpe MAC-2, se denomine 
ftsA-2
Tabla II Estirpes K-12 utilizadas en la realizaciôn de este 
trabajo
Estirpe Genotipo/Fenotipo Procedencia
MB-188 F ara (Am) , lac 125 (Am) , gal ü42 quinasa 
(Am), gal epimerasa, trp (Am) , supF(ASlTs)
(160)
MC-6 F~ thi, thr, leu, pro C, thy A, deo B,
deo C
(32)
MAC-1 Como MC-6 y ademâs ftsA-3(Ts) (32 )
MAC-3 Como MAC-1 y ademâs leu* (30)
MAC-2 Como MC-6 y ademâs ftsA-2(Ts) (108)
OV-2 Como MB-188 y ademâs ilv, his, leu, 
thy A(deo), tsx(Am)
(39)
D-3 Como OV-2 y ademâs ftsA-3(Ts), leu* Esta Tesis
D-2 Como OV-2 y ademâs ftsA-2(Ts), leu* Esta Tesis
E-486 F thi, thr, leu, met, thy, lac, ton A 
str A, dna E(Ts)
( 182 )
CT-284 F~ bio, pro, leu, thr, arg, thy, ara 
lac, man, xyl, dna C-28(Ts)
(155,202)
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2.1.2 Material virolôgico
El bacteriôfago PI Kc se utilizC como vector en la trans 
ducclôn de los genes ftsA-3 y ftsA-2, présentes en las estirpes 
MAC-3 y MAC-2 respectivamente, a la estirpe OV-2. Este fago trans 
duce cualquier marcados del cromosoma de E. coli con una frecuen 
cia aproximada de 10~^ transductantes/unidad formadora de plaça.
Los anâlisis de complementaciôn se realizaron con los 
bacteriôfagos X 16-2 y A 16-4, obtenidos por Lutkenhaus y Dona­
chie (104) . Para distinguir estirpes lisogénicas de estirpes ré­
sistantes a A se erapleô el fago Avir. El fago A red de Kaiser 
y Masuda (81) se utilizô para el desplazamiento del profago de 
las cepas lisogénicas.
Las distintas estirpes de fagos utilizadas en este tra­
bajo se resumen en la Tabla III.
Tabla III Estirpes de bacteriôfagos utilizadas en la realiza­
ciôn de este trabajo.
Estirpe Genotipo/Fenotipo Genes bacterianos 
en el cromosoma 
del fago
Proce­
dencia
PI Kc (118)
A 16-2 X 540 envA*, ftsA*, ddl* 
murC*
(104)
A 16-4 A 540 envA*, ftsA(Ts), 
ddl*, murC*
(104)
A vir vir M. Vi­
cente
A red b2 red (81)
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2.2 MATERIAL QUIMICO
Como componentes de los medlos de cultlvo se han utili­
zado productos bacterioldgicos o analiticos suministrados por 
las firmas Difco, Merck, Oxoid y Sigma Chemical Co.
Los inhibidores de Slntesis de macroraoléculas, clorarafe 
nicol y Scido nalidlxico proceden de la firmâ Sigma Chemical Co. 
La rifampicina fue facilitada por los laboratorios Lé Petit. Los 
antibiôticos B-lactâraicos utilizados fueron gentilèza de la fir­
me Antibiôticos S.A.
Como precursores radiactivos de DNA se ütilizaron 
-tiraidina y j^G-^H^-timidina con una actividad éspecificà origi­
nal de 5 C^/mmol y de 1 C^/mmol respectivamente* Ambos productos 
proceden de Radiochemical Center, Amersham.
Como agente luminiscente se utilizô 2-{4-t butilfeiiil) 
-5-(4-bifenil)-1, 3, 4-oxadiazol (Butil PBD) dè la firma CIBA.
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2.3 EQUIPO INSTRUMENTAL
Los cultives en medio sÔlldo se incubaron en estufas ter 
moestàtlzadas marca Refritherm III o Elektro Hellos.
Los cultives en medio liquide se incubaron en banos ter- 
mostatlzados de âgua con agltaclôn circular marca Gyrotory Water 
shaker modelo G 76 de la firma New Brunswick.
La recolecclôn de células y obtenciôn de cultives sincrô 
nlcos se realizaron en las centrifugas Wifug tipo X-1 y Sorvall 
RC2-B con rotor basculante HB4 respectivamente.
El ndmero de particulas de un cultivo se midiô utilizan 
àà Üh contador de parbicuias Coulter Counter modelo ZBl con un 
orièlclo de entrada de 30 «m.
Las distiritas observaciones microscôpicas se realizaron 
cbrt ün fotoroicroscoplo III de Zeiss con ôptlca de contraste de 
fàsé.
Èi aumento en masa de los cultives en medio liquide se 
tealizÔ con un espectrofotômetro Guilford N-305 Hicrosampler.
e 1 cOntaje de muestras radioactivas se reallzô en un 
contador de centélleo Intertechnique, modelo SL 32.
Se utîilzaronj eh fin, distinto tipo de équipe instru­
mental y material fungible de use corriente en un laboratorio 
de microbiologia,
M E T o D o s
45
3.1 CONDICIONES DE ESTERILIZACION
Los medlos de cultivo liquide se ester!lizaron en auto­
clave a 120“C durante 20 minutos a 1 atraôsfera de presiôn. Las 
soluciones madré de los cultives definidos se esterilizaron por 
separado.
Los compuestos termolâbiles se esterilizaron por filtra 
ciôn a travës de raembranas Millipore HAWP de 0.45 um de diâme- 
tro de poro. Tanto el Kitasato como las membranas habian sido 
esterilizadas previamente en autoclave.
Para la elaboraciôn de medios sôlidos de cultivo se es­
terilizaron por separado el medio liquide y el agar a una concen 
traciôn doble de la final. Una vez esterilizados se mezclaron a 
partes iguales en condiciones estériles.
El material de vidrlo se esterilizô en una estufa Pas- 
teaur a 180°C durante 6 horas.
Los distintos tipos de material termolabil (plâsticos, 
filtres, etc.), se esterilizaron en autoclave segdn las condicio 
nés descritas previamente.
La elaboraciôn de los medios liquides definidos, resus- 
pensiôn de células, diluciones, etc., se realizaron frente a un 
mechero de gas Bunsen.
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3.2 MEDIOS DE CULTIVO Y TAMPONES
3,2.1 Medios de cultivo liquides
- LBTgQ: Medio rico no definido descrito por Lennox (96) suple-
mentado con timina hasta una concentraciôn de 20 ug/ml. 
Su composiciôn es la siguiente:
Bactotriptona   10 g
Extracto de levadura ..............  5 g
Glucosa ............................ 1 g
NaCl     1 g
Timina  ........................  20 mg
Agua destilada ..............     hasta 1 1
- M9: Medio minerai definido descrito por Adams (2 ) suplemen
tado con los requerimientos de la estirpe y con glucosa 
como fuente de carbone. Su composiciôn es la siguiente:
NajPO^H .........    6 g
KPO^Hg   3 g
NaCl ............................... 0.5 g
NH^Cl .............................. 1 g
CaC1^.2H20 ........................  14.5 mg
MgSO^.THjO ........................  246 mg
Glucosa    4 g
Pequerinientos ......................  20 mg cada uno
^2^ .................................  Hasta 1 litro
Los requerimientos de las estirpes empleadas se detallan
en la Tabla IV.
- M9R: Medio M9 enriquecido con casaaminoâcidos y bases nitro-
genadas (pûricas y pirimidlnicas). Su composiciôn es la 
siguiente;
Medio M9 ..........................  1 1
Casaaminoâcidos   5 g
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Adenina ..........................  20 rag
Citosina -  .......    20 mg
Uracilo ........................... 20 mg
Otros medios utilizados fueron simples variaciones de 
los medios M9 y M9R, tales como la sustituciôn de la glucosa por 
glicerol como fuente de carbono, la adicidn de aminoâcidos no r£ 
queridos por la estirpe, la variaciôn en la concentraciôn de casa 
aminoâcidos, etc. En cada caso se detallarâ la composiciôn de di 
chos medios.
Todos los medios liquides utilizados fueron filtrados 
previaunente a su esterilizaciôn a travâs de membranas Millipore 
de 0.45 um de diâmetro.
Tabla IV Requerimientos de las estirpes empleadas. El signe +
indica la necesidad del requerimiento por presenter la 
estirpe dicha auxotrofla a 30“C y/o 42“C.
Estirpe thy thi arg his ile leu met pro thr trp val
MB-188 - - - - - - - - - + -
MC-6 + + - - - + - + + - -
MAC-1 + + - - - + - + + - -
MAC-3 + + - - - - - + + - . -
MAC-2 + + - - - + - + + - -
OV-2 + - - + + + - - - -t +
D-3 + - - + + -■ - - - + +
D-2 + - - + - - - - + +
CT-284 + - + - - + - + + - -
E-486 + t - - - + + - + - -
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Tampôn fosfato;
- NaPO^Hg .... ............. .
- K2PO4H ....... .........
- H^O ....... ...........
Tampôn para fagos:
- Na_HP0_.12H_0 ............
-     ...............
- NaCl ....... ............. .
- MgSOj ..................
- CaClg ....................
- Soluciôn de Gelatina al 1%
- HgO ...................
61.2 g 
66.15 g 
Hasta 1 litro
17.65 g 
3 g 
5 g 
120 g 
11.1 mg 
1 ml 
Hasta 1 litro
3.2.2 Medios sôlidos de cultivo
Como medios de cultivo sôlidos se ütilizaron los medios 
descritos en el apartado 2.1 solidificados por adiciôn de Bacto- 
-Agar al 1.5% (P/V) o bien, cuando se especifique, al 0.75% (P/V) 
(Medio blando).
Para la comprobaciôn de las distintas auxotroffas de las 
estirpes utilizadas, asl como para medios selectivos, se utiliza 
ron medios sôlidos M9 déficientes en uno de los requerimientos 
de la estirpe.
Para la realizaciôn de lisados en plaça se utilizô el me 
dio BBL solidificado por adiciôn de Bacto-Agar a las concentra- 
ciones anteriormente descritas. Su composiciôn es la siguiente:
- NaCl ............................. 5 g
- BBL triptona   10 g
- HgO .............................. Hasta 1 litro
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3.3 CONSERVACION DE LAS ESTIRPES
3.3.1 Conservaclôn de las estirpes bacterianas
Las distintas estirpes utilizadas se conservaron de mane 
ra rutinaria sobre medio LBTgg sôlido en plaças Petri a 4“C apro- 
ximadamente. En estas condiciones, la viabilidad de las colonias 
permanece constante durante un minimo de 20 dias. La renovacidn 
de dichos cultivos se efectuaba de una manera periôdica cada 15 
dias.
Para la conservaciôn a mâs largo plazo de las distintas 
estirpes bacterianas se resuspendiô un cultivo crecido en LBTgg 
sôlido en 3 ml de LBTjq con glicerol al 20%. Dicho resuspendido 
se congelô y se mantuvo a -20"C en viales de 5 ml de capacidad.
En estas condiciones conviens hacer la renovaciôn de los culti­
vos cada très anos aproximadamente.
3.3.2 Comprobaciôn de marcadores .
La comprobaciôn de marcadores de las estirpes bacteria­
nas se realizô sembrando dichas estirpes en medio sôlido M9 asi 
como en distintos medios sôlidos M9 en los que cada uno era de­
fective en uno de los requerimientos de la estirpe. Después de 
la incubaciôn aparecerâ crecimiento solo en aquellos medios que 
contengan todos los requerimientos de la estirpe.
3.3.3 Conservaciôn de las estirpes de fagos
Las distintas estirpes se conservaron a 4"C en tubos de 
vidrio conteniendo 10 ml de lisado y unas gotas de cloroformo.
En estas condiciones el tltulo se mantiene durante unos 4 meses 
(segün el fago) a partir de los cuales decae, siendo, por tanto, 
conveniente realizar un nuevo lisado llegado este momento.
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3.4 CONDICIONES DE CULTIVO
3.4.1 Cultivos en medio lîquido
Los cultivos en medio liquido se realizaron en matraces 
cuya capacidad fuese, al menos, cinco veces superior al volumen 
del cultivo. De esta manera se permite una buena aireaciôn duran 
te su agitaciôn.
Para la obtenciôn de cultivos exponenciales se procediô 
de la siguiente manera: se inoculô una colonia aislada en medio 
sôlido en 20 ml del medio a utilizer. A continuaciôn se incubô en
un bano de agua termoestatizado con agitaciôn durante unas 15 ho
6 ~ras a 200 rpm. A partir de este cultivo se inocularon 4x10 célu 
las/ml en medio estéril precalentado, incubandose a continuaciôn 
en las mismas condiciones descritas. Al alcanzar el cultivo una 
densidad celular de 4x10^ cels/ml se diluyô 4 veces con medio e£ 
téril precalentado. Se continuô la incubaciôn de este Qltimo cul 
tivo, midiendose el aumento en masa total y en nûraero de células. 
Si ambos parSmetros aumentaban de una forma exponencial y con la 
misma velocidad se continuaba la incubaciôn hasta alcanzar la • 
concentraciôn celular deseada para el comienzo del expérimente 
(normalmente 3x10^ cêlulas/ml).
3.4.2 Cultivos en medio sôlido
Los cultivos en medio sôlido se realizaron en plaças Pe­
tri de 10 cm de diâmetro conteniendo de 25 a 30 ml de medio. La 
extensiôn del inôculo se realizô con asa de siembra si dicho inô 
culo procedla de un cultivo congélado o de un cultivo en medio 
sôlido. Si el cultivo procedla de medio liquide, se tomô un inôcu 
lo de 0.2 ml que tras diluciôn en Medio-blando, previamente fun- 
dido y a 45*C, se vertiô sobre el medio sôlido de la plaça.
Una vez realizada la extensiôn se incubaron los medios 
sôlidos a 30*C Ô 42®C en estufas durante un tiempo suficiente pa 
ra la apariciôn de colonias.
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3.5 MEDIDA DE PARAMETROS CELULARES
3.5.1 Medlda de la concentraciôn celular
Para la determinaciôn del nûmero de células de un culti­
vo se tomaron muestras de 0.5 ml que se diluyeron a la mitad con 
0.5 ml de una soluciôn de formaldehido al 0.8% (P/V) y NaCl al 
1,8% (p/v). Esta muestra puede mantenerse sin alteraciones duran 
te un minimo de 15 dias a 4*C. Para el contaje de las particules 
de la muestra fijada se utilizô un contador electrônico de part^ 
culas Coulter-Counter con una apertura de 30 um de diâmetro. La 
muestra se diluyô en una soluciôn de NaCl al 0.9% (P/V) que ha- 
bia sido filtrada previamente a través de una membrana Millipore 
de 0.22 um de tamano de poro. Esta soluciôn se eropleô como elec- 
trolito. La diluciôn realizada se calculô de manera que el error 
por coincidencia fuera menor del 2%.
En las condiciones, el nûmero de particules de una mues­
tra (medido por el contador de particules) coincide normalmente 
con el nûmero de células (medido por observaciôn microscôpica en 
una câmara de Petroff-Hauser).
3.5.2 Medida de la masa
La determinaciôn de la masa de un cultivo se realizô por 
turbidimetria. Para ello se tomaron muestras de 2 ml del cultivo 
a determiner, midiendose la absorbancia (densidad ôptica) a 450 
nm en un espectrofotômetro Guilford. La absorbancia que présenta 
una muestra de un cultivo es proporcional a la masa y al conteni 
do en proteinas de dicho cultivo.
3.5.3 Medida del nûmero de viables
El nûmero de viables de un cultivo se calculô por el nû­
mero de colonias aparecidas en un cultivo en medio LBTjQ-sôlido 
a la temperatura permisiva. Para ello se tomaron muestras de 0.2
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ml de una muestra, previamente diluida en tampôn fosfato 50 mM 
pH 6 .8 , que tras mezclarlas con 2.5 ml de agar-blando a 45°C se 
extendieron en plaças con LBT^g-sôlido, incubandose a continua­
ciôn en estufas a 30°C hasta la apariciôn de colonias bien defi- 
nidas. Las diluciones se realizaron para que en las plaças apa- 
reciesen de 50 a 400 colonias.
3.5.4 Medidas radioraétricas
3.5.4.1 Tëcnicas générales
Como marcador especifico de DNA se utilizô (6-^Hj-timina 
(2.5 uc^/ug; 4 g/ml) o bien [6-^H]-timidina (194 mC^/mg; 5.2 
ug/ml).
El proceso para raedir la incorporaciôn a células fue el 
siguiente:
- Se tomaron muestras de 0.1 ml del cultivo que se deposita- 
ron sobre filtros Wathman 3MM.
- Tras la absorciôn de la muestra se lavaron los filtros 3 ve 
ces; las 2 primeras con tricloroacêtico al 10% a 4”C durante 10 
minutos y la tercera con tricloroacêtico al 5% a 4”C durante 10 
minutos.
- Después de los 3 lavados anteriores, se volvieron a lavar 2 
veces con etanol absolute a 4®C. La primera vez durante unas 15 
horas y la segunda durante 10 minutos.
- Después de los lavados con etanol, se secaron los filtros en 
una estufa a 80“C durante 30 minutos aproximadamente.
-Una vez secos los filtros, se introdujeron en vialitos de 2.5 
ml de capacidad con butil-PBD al 0.5% (P/V) en tolueno como medio 
centelleante. Los vialitos se introdujeron en viales normal!zados 
para el contaje.
- El contaje se realizô en un contador de centelleo Intertech­
nique, modelo SL-32.
3.5.4.2 Tipos de marcado
53
3.5.4.2.1 Cêlulas uniformemente marcadas
Para la obtenclôn de poblaclones cuyaa células presenten 
su DNA uniformemente marcado, se incubaron les cultives a 30“C 
en presencia del precursor radioactive, ^H-timina, durante un mi 
nime de 5 generaciones antes del comienzo del expérimente. En es 
tas cendicienes, el 94% de las cêlulas presentan su DNA uniforme 
mente marcado.
3.5.4.2.2 Puises de timidina
La velocidad de replicaciôn del DNA se midiô mediante 
pulsos de ^H-timidina. A muestras de 0.5 ml del cultivo se les 
anadiô 10 v1 de ^H-timidina incubandose a continuaciôn durante 5 
minutes. Al tërmino del puise se tomô 0.1 ml de la muestra, proce 
diendese ceme se ha diche anteriermente.
3.5.5 Observaclôn fetemicroscôpica
La observaciôn micrescôpica asi corne la toraa de fetogra- 
fias se realizaron cen un fetomicroscepie Zeiss III cen ôptica 
de contraste de fase-
Para fetegrafiar las células se extendieron pequenas mue£ 
tras de un cultivo, fijade o no, sobre portas recubiertos de una 
delgada lémina de agar al 1.5% (p/v) y azida sôdica al 0.1%,
Para la visualizacidn de nucleoides el recubrimiento de 
los portas era de agar nutritive al 1.5% (Nutrient Broth n“2 de 
Oxeid) cen 200 ug/ml de cleramfenicel para condenser el DNA GOO) 
y polivinilpirrolidona (PVP-10) al 23% que al incrementar el in­
dice de refracciôn del medio aumenta el contraste entre los nu­
cleoides y el citoplasma.
Para la observacién y fotografla de los procesos de sep- 
tacidn in vivo se utilizô agar nutritive al 1.5%. En ciertos ca­
ses se anadié cloramfenicol (200 ug/ml) al agar nutritivo.
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3.6 OBTENCION DE POBLACIONES SINCRONICAS
La obtenciôn de poblaciones sincrdnicas se reallzd segûn 
la técnlca descrlta por Mitchison and Vincent (122) . Este método 
consiste en la selecciôn de las células més pequenas de un culti^ 
vo exponencial tras ser sometido a una centrifugaciôn en gradien 
te de sacarosa. Dicho gradients cumple dos funciones: Por una par 
te funciona como soporte en el que se depositan las células del 
cultivo exponencial y por otra estabiliza la columna de liquide 
durante la centrifugacién. El fundamento de este método es la ma 
yor rapidez de sedimentaciôn de las particulas de mayor volumen 
del cultivo, no siendo, en ningûn modo, un gradients de equili- 
brio ya que la mayor densidad del gradiente 1.06 g/ml) es in­
ferior a la densidad celular de E. coli que, segûn determinaron 
Koch y Blumberg (8 5) es de 1.13 g/ml. Este método, junte a la se 
lecciôn por elucién de membrana (selecciôn de células recién na 
cidas) descrita por Helmstetter (56) y Helmstetter and Cummings 
(59), es el mSs fisiolôgico de los descritos hasta el memento. La 
técnica de centrifugaciôn en gradiente de sacarosa présenta una 
serie de ventajas respecte a la técnica de selecciôn por eluciôn 
de membrana: Por una parte se obtiene un mayor rendimiento celu­
lar (entre 10 y 100 veces superior) que ademâs de posibilitar la 
observaciôn microscôpica, reduce el error en la determinaciôn del 
nOmero de particulas. Por otra parte este método es mâs sencillo 
y râpido respecte al método de Helmstetter (56, 59 ) en la obten- 
ciôn de poblaciones sincrônicas.
Los gradientes lineales de sacarosa utilizados fueron del 
6% al 14% en LBT20- Se realizaron mediante un sistema consisten-
te en dos cubetas coraunicadas por su base, de las que una de ellas
présenta un orificio de salida por el que eluye graduaImente el 
medio. A la cubeta con orificio de salida se la anadiô 5 ml de 
LBTgg con sacarosa al 14% (P/V) mientras que a la otra se le ana 
diô un volumen igual de LBTjq con sacarosa al 6% (P/V).
El método seguido para la obtenciôn de poblaciones sin-
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crônicas fué el siguiente:
1°) Crecimiento exponencial de una poblaciôn hasta alcanzar una 
densidad celular de aproximadamente 10® células/ml.
2®) Centrifugaciôn de 200 ml de dicho cultivo a 3 300 g durante 
10 minutes a temperatura ambiante.
3”) Resuspensiôn del sedimento en 1 ml de medio.
4”) Depôsito de dicha resuspensiôn sobre el gradiente de sacaro­
sa.
5°) Agitaciôn suave en la parte superior del gradiente para rom­
per la interfase entre la suspensiôn celular y el gradiente.
6") Centrifugaciôn del gradiente en un rotor basculante durante 
2 minutes 30 segundos a 4000 g a temperatura ambiante.
7®) Toma de 0-2 ml de la zona superior turbia mediante una jerin 
ga.
8®) Resuspensiôn de los 0.2 ml en medio fresoo precalentado (apro 
ximadamente 30 ml). El rendimiento celular es aproximadamen­
te del 1%.
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3.7 EMPLEO DE INHIBIDORES Y ANTIBIOTICOS
3.7.1 Inhiblciôn de la sïntesis de DNA
Como inhibiciôn reversible de la sïntesis de DNA se réa- 
liz6 un ayuno de timina en aquellas estirpes thy. Sin embargo, 
tal como se comentarS en la secciôn de Resultados, las células 
en las condiciones utilizadas, presentan un contenido interno de 
timina que posibilita un cierto grado de replicaciôn, no siendo, 
por tanto, este método adecuado para aquellos experimentos que 
requieran una inhibiciôn inmediata. En los mutantes dna se utili 
z6 como inhibidor reversible la transferencia del cultivo a la 
temperatura restrictive.
Como inhibidor no reversible de la sïntesis de DNA se uti 
lizô âcido nalidlxico a una concentraciôn de 80 ug/ml (48 ). A 
dicha concentraciôn la inhibiciôn es inmediata, no siéndolo a 
concentraciones inferiores.
Se préparé el mismo dla de su utilizaciôn una soluciôn 
de Scido nalidlxico a una concentraciôn de 2 mg/ml en NaOH 0.05 N 
a partir de la cual se anadiô al cultivo hasta una concentraciôn 
final de 80 ug/ml.
Otro inhibidor no reversible de la sïntesis de DNA utili 
zado fue la hidroxiurea (173) a una concentraciôn de 15 mg/ml. 
Como el resto de los inhibidores utilizados en este trabajo se 
préparé la soluciôn madré el mismo dla de su utilizaciôn ( a una 
concentraciôn, en este caso, de 60 mg/ml en LBT^g).
3.7.2 Inhibiciôn de la sïntesis de RNA
Como inhibidor de la sïntesis de RNA se utllizô rifampl- 
cina a una concentraciôn final de 500 ug/ml. A dicha concentra­
ciôn la inhibiciôn de la sïntesis de protelnas es casi inmedia­
ta .
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En el dla de su utilizaciôn se préparé una disoluciôn de 
rifampicina a una concentraciôn de 25 mg/ml en etanol. A partir 
de esta disoluciôn se préparé otra nueva a una concentraciôn de 
2 mg/ml en LBT^^. De esta nueva disoluciôn se anadiô un cierto 
volumen al medio de cultivo de forma que la concentraciôn final 
fuese de 500 ug/ml.
3.7.3 Inhibiciôn de la sïntesis de protelnas
Como inhibidor reversible de la sïntesis de protelnas se 
realizô un ayuno de todos los aminoôcidos en estirpes que requi- 
riesen alguno. En estas condiciones el aumento en masa del culti 
vo se detiene inmediatamente y por tanto, la sïntesis de protel­
nas .
Como inhibidor no reversible de la sïntesis de protelnas 
se utilizô cloramfenicol a una concentraciôn de 200 ug/ml.
La soluciôn madré se préparé, al igual que el resto de 
los inhibidores, el mismo dla de su utilizaciôn a una concentra­
ciôn de 2 mg/ml en H^O destilada.
3.7.4 Inhibiciôn de la divisiôn
La inhibiciôn de la divisiôn celular se realizô por tra- 
tamiento térmico en los distintos mutantes ftsA, como es obvio. 
Como temperatura permisiva, es decir aquella temperatura en la 
que no se manifiesta aparentemente el fenotipo mutante, se uti­
lizô la de 30®C. Como temperatura restrictive, es decir aquella 
en la que la divisiôn queda inhifaida, se utilizô la de 42®C. La 
transferencia de 30®C a 42®C, o viceversa, se realizô por simple 
transferencia de una a otra temperatura, ya que al utilizer volû 
menes pequenos el cambio de temperatura del cultivo, se adquirla 
casi de inmediato.
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3.7.5 Empleo de antibiôticos -lactâmlcos
Los antibiôticos 6-lactâmicos fueron disueltos, en el 
dla de su utilizaciôn, en LBT^g a las slguientes concentraciones
Cefalorldina ......................  240 ug/ml
Cefalexina ......................... 600 ug/ml
Bencil Penicilina   2400 ug/ml
Ampicilina ......................... 120 ug/ml
Mecillinam  ................  19.14 ug/ml
Ac. 6 Amino Penicilanico .........  3840 ug/ml
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3.8 ALINEAMIENTO CROMOSOMICO
El tratamiento que se detalla a continuaciôn ocasiona una 
sincronizaciôn en la sïntesis de DNA de forma que todas las célu 
las de la poblaciôn inician simultâneamente, al término de dicho 
tratamiento, una ronda de replicaciôn. Este tipo de tratamiento 
se ha utllizado repetidamente por distintos laboratories siendo 
ya un método clSsico para el alineamiento cromosômico. Para la 
realizaciôn de este trabajo nos basamos en el descrito por 
Hanawalt y Wax ( 55 ) y por Jones and Donachie (80), El fundamen­
to .teôrico se comentarâ en el capitule de Resultados.
El tratamiento realizado fue el siguiente:
1°) Crecimiento exponencial de un cultivo en M9R liquide.
2”) Inhibiciôn de la sïntesis de protelnas, por medio de un ayu­
no de aminoâcldos, durante un tiempo ligeramente superior a 
un tiempo de generaciôn. El ayuno de aminoâcidos se realizô 
por filtraciôn del cultivo exponencial a través de una mem­
brana Millipore de 0,4 5 um de tamano de poro seguido de dos 
lavados con un volumen igual al filtrado de M9R menos amino- 
âcidos, fresco y precalentado, resuspendiendo a continuaciôn 
las células adheridas a la membrana en medio M9R menos anino 
Scidos fresco y precalentado. El proceso de eliminaciôn de 
aminoScidos del medio de cultivo no duré més de 3-4 minutos.
3®) Inhibiciôn de la sïntesis de DNA y desinhibiciôn de la slnte 
sis de protelnas durante un tiempo igual a dos tiempos de ge 
neraciôn.
Este proceso se realizô de una forma similar al descrito en 
el apartado 2 , diferenciândose en que el medio de lavado y el 
medio de resuspensiôn era M9R menos timina.
4°) Despuês de los dos perlodos de inhibiciôn descritos, adiciôn 
de timina al medio hasta una concentraciôn de 20 ug/ml. En 
este momento todas las células del cultivo comienzan una ron 
da de replicaciôn sincrônicamente.
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3.9 METODOS VIROLOGICOS
3.9.1 Obtenciôn de llsados del fago PlKC
Para la obtenciôn de lisados de PlKC se siguiô el método
utllizado por Masters (118) que se detalla a continuaciôn:
1°) Crecimiento de la estirpe donadora en LBT2Q mas CaClg (5mM) 
a 30“C con agitaciôn hasta una D O45Q de aproximadamente 0.4 
U.A. (aproximadamente 1Ô® cel/ml).
2®) Adiciôn del fago a 10 ml del cultivo anterior hasta una mul- 
tipllcidad de infecciôn de 1 u.f.p ./célula.
3®) Adiciôn de glucosa hasta una concentraciôn de 0.2% (P/V) y de 
MgSO^ hasta 5 mM en el momento de la adiciôn del fago.
4®) Incubaciôn a 30°C con agitaciôn hasta que se produzca la li- 
sis del cultivo bacteriano, observable por la pérdida signi- 
ficativa de turbidez que acontece. Este perïodo tlene una du 
raciôn de 2 horas 30 minutos, aproximadamente.
5®) Adiciôn de 2 ml de cloroformo e incubaciôn a 30®C con agita­
ciôn durante 10 minutos .
6 ®) Centrifugaciôn a 3000 g durante 10 minutos a 4®C.
7®) Adiciôn de 2 ml de cloroformo al sobrenadante.
8®) Conservaciôn del lisado a 4 ®C.
3.9.2 Tltulaciôn de los lisados
Para la titulaciÔn (n-“ u.f.p./ml) de los lisados se pro-
cediô de la siguiente manera:
1®) Crecimiento de la estirpe bacteriana marcadora en LBTjg a 
30®C con agitaciôn hasta una D.O. = 1.0 U.A.
2®) Adiciôn a tubos conteniendo 2.5 ml de BBL-blando licuado de
0.5 ml de cultivo bacteriano y de 0.1 ml de lisado a distin­
tas di 
fagos.
lluciones (normalmente de 10  ^ a 10 ®) en tampôn para
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3°) Tras ligera agitaciôn de los tubos, vertido en plaças BBL.
4°) Incubaciôn a 30°C durante 15-20 horas.
5°) Recuento de las plaças de lisis y câlculo del titulo.
3.9.3 Transducciôn mediada por el bacteriôfago PlKC
Se siguiô el método utilizado por Masters (118) que se 
detalla a continuaciôn:
1®) Crecimiento de la cepa receptora en 5 ml de LBT^g mas Cl2Ca
(5 mM) a 30®C hasta una D.O. de 2.0U.A. (aproximadamente 10®
450
células/ml).
2®) Centrifugaciôn del cultivo durante 10 minutos a 2500 g a tern 
peratura ambiente.
3°) Resuspensiôn del sedimento en 0.5 ml de LBT^g mas CaCl2 (5mM)
4®) Mezcla de 0.2 ml del resuspendido con 0.2 ml del lisado trans 
ductor diluido a un tltulo de 2 x 10® ufp/ml. La raultiplici- 
dad de infecciôn, en estas condiciones, es de 1/50 ufp/bacte- 
ria.
5°) Incubaciôn a 30®C sin agitaciôn durante 20 minutos.
6®) Adiciôn a la mezcla de 1.0 ml de tampôn para fagos.
7®) Siembra de 0.1 ml en plaças selectivas. Simultâneamente se 
sembraron plaças control para analizar la reversiôn de los 
marcadores que se fueran a seleccionar y de la ausencia de 
bacterias contaminantes en el lisado. Las plaças se incuba­
ron a 30®C durante el tiempo necesario para la apariciôn de 
colonias.
8®) Anélisis de las colonias aparecidas en medios selectivos.
3.9.4 Lisogenizaciôn por el fago \
Para lisogenizar distintas estirpes de E. coli K12 por 
determinadas estirpes del fago x se procediô del siguiente modo:
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1®) Adiciôn de 0.2 ml de un cultivo estacionaric de E. coli cre-
cido en LBT^g a 30®C a 2.5 ml de BBL-blando licuado.
2®) Vertido de la mezcla anterior en plaças de BBL.
3®) Adiciôn de una pequena gota del fago con tîtulo superior a
10  ^ ufp/ml.
4®) Incubaciôn a 30®C durante 15 horas aproximadamente.
5”) A partir de la zona con crecimiento residual presents en los 
halos de lisis de las plaças, aislamiento de colonias en pla 
cas de LBT^g.
6 ®) Las colonias obtenidas de esta manera son en un alto porcen- 
taje lisôgenas para X .
3.9.5 Prueba de llsogenia
Para la comprobaciôn de la llsogenia de las colonias ob—
tenidas segôn el método anterior se procediô de la siguiente ma­
nera :
1®) Crecimiento de las colonias presuntamente lisôgenas en LBTgg 
a 30®C durante 15 horas.
2®) Adiciôn de 2,5 ml de BBL-blando licuado a 0.2 ml del cultivo 
anterior.
3®) Vertido y solidificaclôn de la mezcla anterior en plaças de 
BBL.
4®) Adiciôn de una pequena gota del fago X vir y del fago X pre 
suntamente lisogenizante.
5®) Incubaciôn a 30®C durante 15 horas.
6 ®) AnSlisis de las plaças obtenidas segdn la Tabla V:
63
Tabla V Anâlisis de llsogenia
Lisado del mismo 
X que posiblemen 
te esté integra- 
do como profago
X vir Interpretaciôn
Presencia 
de Halos 
de Lisis
+ + Bacteria No Lisogenizada
- - Bacteria 
X Resistente
- + BacteriaLisogenizada
R E S U L T A D O S
65
4.1 ANALISIS DE LOS MUTANTES TERMOSENSIBLES DE DIVISION D-2 y 
D-3 .
4.1.1 Efecto del cloramfenicol sobre fllamentos de las estirpes 
MAC-1 y MAC-3
Tal como se expuso en la Introducciôn nuestro interés 
era el estudio de las posibles relaciones entre el têrmino de la 
ronda de replicaciôn del cromosoma bacteriano y la divisiôn celu 
lar. El comportamiento de las estirpes MAC-1 y MAC-3 (30, 31, 32, 
176) llevô a postuler que en ellos el control temporal de la divj^ 
siôn estaba alterado. Los resultados sugerfan que la acciôn del 
producto del gen mutado, es decir ftsA~, finalizaba 20 minutos an 
tes de la divisiôn, es decir, al tërmino del perïodo C y comienzo 
del perïodo D. Por otra parte, la duraciôn de su perïodo de acciôn 
deberla comenzar sincrônicamente con el comienzo de la replicaciôn. 
La mutaciôn termosensible de divisiôn descrita en MAC-1 fue deno- 
minada divA (Ts) y al alelo salvaje divA^ . Resultados posterio- 
res (este trabajo) demostraron que divA (Ts) es una forma aléli- 
ca del gen ftsA . El alelo présente en MAC-1 y MAC-3 fue cambia- 
do en su denominaciôn de divA (Ts) a ftsA-3 . En este trabajo se 
utilizarâ el nombre mâs reciente, es decir ftsA-3.
Resultados de Llamas (108) sugerlan que el mutante termo 
sensible de divisiôn ?lAC-2 estaba afectado en el perïodo D. Es de 
cir, desde el término de la ronda de replicaciôn hasta la separa- 
ciôn fisica de las células. También observé que la acciôn del pro 
ducto del gen mutado de la estirpe MAC-2 presentaba un carâcter 
tefmorreversible. La mutaciÔn termosensible présente en MAC-2 se 
denominô dlvB (Ts). Resultados posteriores (ver apartado 1.2 de 
este capitulo) demostraron que dicha mutaciôn es también una for­
ma alélica del gen ftsA. El alelo divB (Ts) pasa a ser denominado 
ftsA-2.
Los resultados mencionados fueron obtenidos en cultives 
sincronizados por el método de eluciôn de membrana (56, 59) modi-
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ficado por de Pedro (30). Este tipo de cultivos presentan un ren 
dimiento celular relativamente bajo, del orden de 10  ^células/ml 
lo que imposibilita el contaje del nûmero de particulas mediante 
microscopia asi como la evoluciôn del incremento en D.O. durante 
el curso de la experimentacidn.
Para evitar estos problemas realizamos diverses experi­
mentos de control con MAC-3 y MAC-1 en fase de crecimiento expo­
nencial. Los resultados obtenidos mostraron que ambas estirpes 
presentaban una lisis generalizada tras tratamiento a la tempera 
tura restrictiva y con diversas drogas, tales como cloramfenicol 
y Mecillinam. En efecto, tal como podemos observer en la Figura 
1, si se inhibe la sïntesis de protelnas a un cultivo de MAC-1 
preincubado a la temperatura restrictiva durante cuarenta minutos 
ocurre un proceso de lisis celular en los filamentos del mutante.
Este proceso de lisis queda reflejado en una disminuciôn 
en el nûmero de células y en la masa total del cultivo junto con 
un aumento siraultâneo en el nûmero de particulas. Este ûltimo pa- 
râmetro representarâ la suma del nûmero de células y de particu­
las de lisis.
Estos y otros resultados junto a los obtenidos por Pe- 
noll (44) indican una fuerte tendencia de los mutantes de divi­
siôn a lisar cuando su fondo genético es la estirpe MC6 . Intere- 
sa por tanto estudiar estas mutaciones en otra estirpe cuyo geno 
tipo no provocase lisis inespecifica de las células. Por otra par 
te, el interés de comparer las mutaciones ftsA-2 y ftsA-3 con la 
ya descrita ftsA-16 (38) nos indujo a transducir las mutaciones 
termosensibles de divisiôn présentes en MAC-3 y MAC-2 a la estir 
pe OV-2 (39).
4.1.2 Transducciôn de las mutaciones ftsA-2 y ftsA-3: Obtenciôn 
de las estirpes D-2 y D-3
La transducciôn se realizô tal como se describe en el
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Figura 1 ACCION d e l  CLORAMFENICOL SOBRE FILAMENTOS DE MAC-1
Un cultivo de MAC-1 en fase de crecimiento exponencial en LBT^^
a 30®C se transfirio a 42®C en el minuto 0. 40 minutos despues (momento in-
dicado por una flecha) se anadiô CM al medio de cultivo. Durante todo el
proceso se siguiô la cinêtica de aumento en particulas ( O  ), células ( B  )
y D.O. ( #  ^4 5 0 ' valores iniciales fueron de 8.3x10^ part/ml, 6.8x10^
cel/ml y 0.09 U.A.
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apartado 3.9.3 del capïtulo de Métodos. Resultados de Pedro et 
al., (32) y de Llamas (108) indican que ambas mutaciones son co-
trasducibles con leu.
Para la transducciôn de ftsA-3 se utilizô MAC-3 (dériva 
do leu^ de MAC-1) como cepa donadora y OV-2 como cepa receptora. 
La selecciôn se realizô en plaças de medio mînimo con todos los 
requerimientos de OV-2 excepto leucina. Se estudiô el crecimien­
to en LBT2Q a 30 y 42“C de las colonias aparecidas tras incuba­
ciôn a lO^C. La frecuencia de cotransducciôn obtenida entre leu 
y ftsA-3 fue de 0.06. Aquellas colonias que crecîan a 30®C pero 
no a 42°C fueron purificadas y comprobados sus marcadores, eli- 
giéndose una colonia que presentaba crecimiento positive a 30®C 
en LBT^^ y en medio mînimo con todos los requerimientos de OV-2 
excepto leucina y que presentaba crecimiento negative a 42®C en 
medio rico y a 30®C en medio mînimo déficiente en alguno de les 
requerimientos de OV-2 excepto leucina. A esta estirpe se la de- 
nominô D-3.
A partir de un cultivo en fase de crecimiento exponencial 
de D-3 se realizô un inôculo en medio LBT20 sôlido incubSndose a 
continuaciôn a 30 ô 42®C. Tras 24 horas a dichas temperaturas se 
contaron el nûmero de colonias aparecidas a 30®C y a 42®C, calcu 
iSndose la frecuencia de reversiôn del alelo ftsA-3 que présenta 
un valor de 2.8 x 10
Para la cotransducciôn de ftsA-2, mutaciôn présente en 
MAC-2, a la cepa OV-2 hubo primeramente que obtener un derivado 
leu^ de MAC-2. Este derivado se obtuvo por transducciôn del gen 
leu~*~ de la cepa MB-188 a MAC-2, seleccienSndose una colonia ter­
mosensible que presentase todos los marcadores de MAC-2 excepto 
leucina. A partir de este derivado se realizô una nueva transduc 
ciôn a la estirpe OV-2 de una manera similar a la realizada para 
la obtenciôn de D-3. La estirpe asî obtenida se denominô D-2.
La frecuencia de cotransducciôn entre leu^ y ftsA en la 
transducciôn de la estirpe MB-188 a MAC-2 (alelo ftsA-2) fue de
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0.56 y entre leu^ y ftsA-2 en la transducciôn de la estirpe MAC-2 
a OV-2 fue de 0.40. La frecuencia de cotransducciôn media fue, por 
tanto de 0.48. El gen leu estâ localizado en el minuto 1.6 del ma 
pa genético de Escherichia coli (4). A partir de estos resultados 
y basândonos en la ecuaciôn de Wu (195) podemos calculer el minu­
to en el que se encuentra localizado ftsA-2
f = ( 1 — ---) ^  8
2
siendo f la frecuencia de cotransducciôn y d la distancia en minu 
tos entre los dos marcadores. Por tanto para ftsA-2 como f es 
igual 0.48 sustituyendo en la ecuaciôn 0 se obtiene un valor de 
d = 0.44 minutos. Es decir, la distancia entre los genes leu y 
ftsA-2 es de 0.44 minutos. Resultados de Llamas (108) mostraron 
que leu se encuentra localizado a la izquierda de ftsA-2. Como 
leu se encuentra en el minuto 1.6, ftsA-2 se encontrarâ localize 
do en el minuto 2.04 del mapa cromosômico de E. coli. El gen ftsA 
se encuentra en el minuto 2 (4). Por lo tanto estos resultados 
son coherentes con la hipôtesis de que ftsA-2 (anteriormente divB 
(Ts)) sea un alelo de dicho gen.
La frecuencia de cotransducciôn obtenida en el caso de 
MAC-3 (6%) era mucho menor a la esperada si la mutaciôn présente 
en dicha estirpe fuese alélica de ftsA. Sin embargo, los resulta­
dos aparecidos en la literatura muestran que la frecuencia de co­
transducciôn entre dos marcadores pueden variar mucho. Asi, Bach­
man et al., (5) observaron que la distancia thr-leu, calculada en
base a las frecuencias de cotransducciôn ya obtenidas, pueden va­
riar entre 0.83 y 2.14 minutos. Estos resultados, junto a la mor- 
fologîa de los filamentos de MAC-2 y MAC-3 (filamentos con unas 
ligeras constricciones o invaginaciones en los lugares donde pre- 
sumiblemente deberlan haberse formado los septos) que son carac- 
terlsticos de los mutantes ftsA (180) nos llevaron a realizar 
pruebas de complementaciôn con varios vectores del fago A para 
poder determinar si las mutaciones présentes en MAC-1, MAC-3,
D-2 y D-3 son alélicas del gen ftsA.
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4.1.3 Anâlisis de complementaciôn: comprobaciôn de que los ale- 
los termosensibles de divisiôn présentes en las estirpes 
D-2 y D-3 son mutaciones del gen ftsA
Los anâlisis de complementaciôn se realizaron por llso- 
genizaciôn de las estirpes MAC-1, MAC-3, D-2 ÿ D-3 con un vector 
del fago X portador del alelo ftsA^ (X 16.2) y con otro vector 
que contiens el alelo termosensible ftsA-12 (Ts) (X 16-4) (104).
Para que pueda saberse con certeza si son mutaciones del gen ftsA 
han de ser recesivas respecto al alelo salvaje. Fletcher et al., 
observaron que el supuesto alelo 84ts del gen ftsA tenla un carac- 
ter dominante sobre el alelo salvaje. Los anâlisis de complementa­
ciôn para saber con exactitud cual es el gen mutado en la estirpe 
en estudio son fundamentales, sobre todo si se trata de un mutante 
de divisiôn cuya lesiôn este localizada en los primeros minutos 
del mapa cromosômico ya que en esta zona hay un nûmero elevado de 
genes que intervienen, de una manera u otra, en la divisiôn (107, 
186) .
La lisogenizaciôn de las distintas estirpes con los fagos 
anteriormente mencionados se hizo segûn el método ya descrito en el 
apartado 9.4 de Métodos, Los resultados se expresan en la Tabla VI. 
Tal como se puede observer todas las estirpes lisogenizadas por X 
16-2 (es decir, X portador del alelo ftsA^) pasaron a ser termo- 
resistentes. Esto indica que el alelo ftsA^ complements las muta­
ciones ftsA-2 y ftsA-3 présentes en MAC-1, MAC-3, D-3 y D-2. Al 
desplazar el profago X 16.2 de las estirpes lisôgenas con X b 2 
red, segûn se describe en el capitulo de Métodos, se recobraba de 
nuevo el caracter termosensible de la estirpe. En el caso del cru- 
ce de MAC-1 con X 16.2, un 3% de las colonias termosensibles eran 
lisôgenas. Este resultado parece estar en contradicciôn con los 
anteriores y querria decir que ftsA no complementa al 100% a ftsA-3 
y f tsA-2. Al ser desplazado el vector X 16.2 de ?1AC-1, las colonias 
permaneclan con su caracter termosensible. Lo que posiblemente pu- 
do ocurrir fue que el vector que lisogenizô a estas colonias no 
llevase consigo el alelo ftsA^.
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Tabla VI. Anâlisis de complementaciôn de varios alelos ftsA
cruce % t® % lisôgenos % t^ % lisôgenos
MAC-1 (ftsA-3)- X16.2 (EtsA^) 31 3 69 100
MAC-1 (ftsA-3)- X16.4 (ftsA) 100 10 0 0
MAC-3 (ftsA-3)- X16.2 (ftsA^) 75 0 25 100
MAC-3 (ftsA-3)- X16.4 (ftsA) 99 70 1 1
D-3 (ftsA-3)- X 16.2 (ftsA^) 2 0 98 100
D-3 (ftsA-3)- X16.4 (ftsA) 100 70 0 0
D-2 (ftsA-2)- X 16. 2 (ftsA'^ ) 68 0 32 100
D-2 (ftsA-2)- X16.4 (ftsA) 100 20 0 0
Lôgicamente, todas las estirpes lisogenizadas por el vector X
16.4 (es decir un vector X con un alelo termosensible de ftsA) 
permaneclan termosensibles, excepto una colonia de MAC-3 lisôgeno 
para X 16.4 que era termorresistente. Tras ser desplazado el pro- 
fago de la bacteria, esta conservaba su caracter termorresistente. 
Ello parece sugerir que dicha estirpe provenla de un lisôgeno re- 
vertiente para el gen estructural.
En resumen, los estudios de complementaciôn indican que 
los genes denominados previamente div A y div B son alelos del 
gen ftsA. Dado que esta denominaciôn es anterior, los alelos se 
llamaron ftsA-2 (présente en la estirpe D-2) y ftsA-3 (presents 
en la estirpe D-3).
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4.1.4 Efecto del cloranfenicol sobre filamentos de D-3
Una de las razones por las que se transdujeron las muta­
ciones ftsA-2 y ftsA-3 a la estirpe OV-2 fue el que estuvieran en 
una cepa que, a diferencia de los que ocurria en los mutantes 
'IAC-1 y MAC-3, no presentara lisis inespecffica tras tratamientos 
taies como la inhibiciôn de la sïntesis de protelnas por acciôn 
del cloramfenicol.
Una vez obtenidos los mutantes D-2 y D-3 se realizaron 
una serie de pruebas control, similares a las hechas con MAC-2 
y MAC-3, para poder determinar si bajo esas condiciones los mutan­
tes de la estirpe OV-2 presentaban también tendencia a lisar.
Los resultados obtenidos indicaban una mayor resistencia 
de la cepa OV-2 a la lisis inespecifica. Como muestra, se puede 
observer en la figura 2 que D-3 no sufre lisis si se inhibe la 
sïntesis de protelnas a un cultivo preincubado a la temperatura 
restrictiva durante 40 minutos (comparese con Fig. 1 en donde 
cultivos de MAC-3 sometidos a las mismas condiciones sufrian una 
lisis generalizada).
4.1.5 Anâlisis fenotipico de las estirpes D-2 y D-3
La caracterizaciôn de D-3 como mutante termosensible de 
divisiôn se realizô mediante el estudio de diverses parâmetros 
celulares tanto a la temperatura permisiva (30®C) como restricti­
va (42®C). Se siguiô el crecimiento en nûmero de células (nûmero 
de particulas), en viables, en masa (densidad ôptica a 450 nm) y 
en DNA (incorporaciôn de timina en un cultivo uniforme­
mente marcado). Los resultados, que se muestran en la figura 3 
indican que a 30°C el crecimiento es normal con un tiempo de ge­
neraciôn de aproximadamente 40 minutos. Por el contrario, los cul­
tivos incubados a 42®C cesan inmediatamente de dividirse, hecho 
que queda reflejado en la detenciôn del aumento en el nûmero de
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Figura 2 ACCION DEL CLORAMFENICOL SOBRE FILAMENTOS DE D-3
Un cultivo de D-3 en fase de crecimiento exponencial en LBT^^ a 
30°C fue transferido a 42®C en el minuto 0. 45 minutos despues (momento in- 
dicado por una flecha) se anadiô CM al medio de cultivo. Durante todo el 
proceso se siguiô la cinética de aumento en particulas ( O ) y ^*0 * 4 5 0  ( #  )« 
Los valores iniciales fueron de 5.2x10^ part/ml y 0.215 U.A.
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cêlulas, raanteniendose la viabilidad hasta unos 90 minutos des­
pué s de la transferencia a la temperatura restrictiva. La masa y 
la cantidad total de DNA aumentan de una manera exponencial y a 
mayor velocidad que a 30“C. La observaciôn microscôpica (Fig. 4) 
muestra que las células incubadas a 42°C sufren una filamentaciôn, 
manteniendose constante el diSmetro celular.
Puede observarse en los filamentos las dislocaciones ca- 
racterîsticas de los mutantes ftsA. La inmediata detenciôn de la 
divisiôn celular junto a la ausencia de divisiones residuales pa- 
recen indicar que el producto del gen ftsA es necesario hasta el 
término de la divisiôn celular, Asimismo estos resultados indican 
que el paso a una forma inactiva de dicho producto, provocado por un 
aumento de temperatura, es inmediato. El mutante D-2, en experi­
mentos similares (figuras 4 y 5) se comporta de una manera seme- 
jante a D-3, con la sola excepciôn de que la viabilidad de los 
filamentos se mantiene al menos hasta 120 minutos después de la 
transferencia a la temperatura restrictiva.
4.1.6 Seqreqaciôn de nucleoides a la temperatura restrictiva en 
las estirpes D-2 y D-3
Para comprobar que la mutaciôn ftsA no afecta a la segre- 
gaciôn de los nucleoides se procediô al estudio de dicha segtega- 
ciôn en D-2 y D-3 a 42“C. De las figuras 3 y 4 se puede deducir 
que la cantidad de DNA por célula aumenta de una manera exponen­
cial . Para poder determinar si la segregaciôn de nucleoides esta­
ba afectada a la temperatura restrictiva se procediô a la observa­
ciôn microscôpica de los filamentos, formados tras 60 min de incu­
baciôn a 42°C, de D-2 y de D-3 segûn el método detallado en el ca­
pitulo de Métodos, apartado 3.5.5. Los resultados que se muestran 
en la Fig. 6 indican que la segregaciôn de nucleoides no parece 
estar afectada a la temperatura restrictiva.
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Figura 3 CRECIMIENTO DE D-3 A 30®C Y 42=C
Un cultivo de D-3 en fase de crecimiento exponencial en LBT^
30°C se subdividiô en 2 alîcuotas, transfiriendose una de ellas a la tempera­
tura restrictiva en el minuto 0. Sirabolos blancos y lînea punteada, 30^C; sim 
bolos negros y Ixnea continua, 42"C; O  , #  n “relativo de part.; A  , ▲  valor 
relative de la 0 .0 .^^^; V  , ▼  n® relative de cpm; Q , ■  n® relative de via­
bles. Los valores iniciales fueron de 2.8x10^ part/ml, 0.10 U.A., 6.0x10^ cpm 
y 2 .0 x 10^ viab/ml.
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Figura 4 HORFOLOGIA DE OV-2, D-2 Y D-3 A 30®C Y 42“C
Un cultivo de cada estirpe en fase de crecimiento exponencial en 
LBT^q  a 30®C se transfirio a 42®C. En dicho momento (minuto 0), 80 minutos 
despuês y 160 minutos despuês se realizaron microfotograflas de las cêlulas 
del cultivo. Aumento final, 984 x.
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Figura 5 CRECIMIENTO DE D-2 A 30"C Y 42“C
Una alîcuota de D-2 en fase de crecimiento exponencial en LBT20
30"C se transfirio a 42“C en el minuto 0. Sîmbolos blancos y lînea discontinua 
30®C; sîmbolos negros y lînea continua, 42"C; O  ' #  relative de part/ml;
(valor inicial, 2 .6 x 10 part/ml); □  , ■
1.5x10^ viab/ml) f A  , ▲  valor relative de D . O . (valor inicial, 0.10 U.A.).
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Figura 6 SEGREGACION DE NUCLEOIDES DE D-2 Y DE D-3 A 42«C
Un cultivo de cada estirpe en fase de crecimiento exponencial en 
NBTjq a 30®C se transfiriô a 42“C, incubandose a esta temperatura durante 60 
minutos, al cabo de los cuales se tomo una muestra que fue tratada segun el 
apartado 3.5.5 para la visualizaciôn de los nucleoides. A, D-2; B, D-3; aumen 
to final, 3347 x.
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4.1.7 Medida de la duraciôn del periodo de replicaciôn en OV-2 a 
30°C y 42°C
Dado el objetivo de nuestro trabajo, es decir, el estudio 
de las relaciones posibles entre el término del période de repli- 
caclôn del cromosoma bacterlano (periodo G) y la divisiôn celular, 
se procediô al estudio de la duraciôn de este en la cepa parental 
OV-2. El conocimiento de dicha duraciôn es importante a la hora de 
la realizaciôn de una serie de tratamientos que se detallaran mâs 
adelante.
El sistema que se utilizô para la deteminaciôn de G fué 
el descrito por Pritchard & Zaritsky (143). Este método se basa en 
que la inhibiciôn de la sîntesis de proteînas de un cultivo expo­
nencial impide la iniciaciôn de nuevas rondas de replicaciôn pero 
permite finalizar aquellas rondas que en el momento de la inhibi- 
ci6n se encontraban en marcha.
El mëtodo utilizado consiste en medir el incremento en 
DNA (àG) en un cultivo en fase de crecimiento exponencial después 
de ser inhibida la sîntesis de proteînas. Dicho incremento se midiô 
por la incorporaciôn de {^6-^hJ- timina al DNA después de anadir 
cloramfenicol al medio en que crecîa exponencialmente un cultivo 
que se habia marcado uniformemente por incorporaciôn de precurso- 
res radiactivos durante varias generaciones.
Este incremento esté relacionado con el ndmero de rondas 
de replicacién en marcha que a su vez es funcién tanto de G como 
de T. La ecuacién que relaciona estos parémetros es la siguiente:
AG = ( — ------- - 1 ) X 100 9
 ^ 2 " -  1
siendo
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Los incrementos obtenidos tras la realizaciôn del expe- 
rimento (figura 7) fueron de un 74% a 30“C y de un 94% a 42"C. La 
duraciôn del periodo C, calculada a partir de la fôrmula anterior 
es: Cggo = 62 minutos
C420 = 65 minutos
4.1.8 ■ Medida de la duracién del periodo D en las estirpes OV-2 
y D-3 a 30°C
Imaginemos una poblaciôn exponencial creciendo con un 
tiempo de generaciôn t y con una distribuciôn de edades celulares 
igual a la tedrica de Powell (137), que rinde, tras un determlnado 
tratamiento, unas divlsiones residuales d (expresadas en tanto 
por uno). El tiempo antes de la divisiôn, t, al que se hace résis­
tante a dicho tratamiento viene expresado por la siguiente ecuaciôn:
t = 1" (1 /  a) T 10In 2
El periodo D, definido como la etapa del ciclo celular en el que 
la divisiôn se hace résistante a la inhibiciôn de sîntesis de ma- 
cromoléculas, puede ser fécilmente calculado a través de las di- 
visiones residuales obtenidas al inhibir la sîntesis de proteînas 
o de DNA en poblaciones con crecimiento exponencial, aplicando la 
ecuaciôn 10 en donde considérâmes que t séria équivalante a D en 
una primera aproximaciôn, aunque rigurosamente la equivalencia no 
sea total.
La inhibiciôn de la sîntesis de DNA se realizô por adi- 
ciôn de Scido nalidlxico al medio de cultivo. La inhibiciôn de 
la sîntesis de proteînas se realizô por ayuno total de aminoâci- 
dos o por adiciôn de cloramfenicol. Los resultados de aplicar es­
tos tratamientos a cultivos exponenciales de OV-2 y de D-3 se 
muestran en la figura 8 . La medida de divisiones residuales obte­
nidas fué de un 28% para OV-2 y de un 22% para D-3. Aplicando 
la formula anterior se calculô el valor de D para ambas estirpes, 
resultando:
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^OV-2  ^30“C = 16 minutos
a 30°C = 13 minutos
Los valores de D calculados de esta manera son un valor aproxima- 
do debido a la introducciôn en el método, teoricamente correcto, 
de varios parSmetros que pueden inducir a error,
4.1.9 Divisiones residuales en OV-2 y D-3 durante un ayuno de 
timina
El câlculo del periodo D se realizô por medida de las 
divisiones residuales tras inhibir la sîntesis de proteînas por
ayuno de aminoécidos o por adiciôn de cloranfenicol y la sîntesis
de DNA por adiciôn de écido nalidlxico. Al ser OV-2 y D-3 auxô- 
trofas para la timina, se podrla inhibir la sîntesis de DNA por 
ayuno de timina. Sin embargo, los resultados obtenidos tras un 
tratamiento de este tipo a cultivos en fase de crecimiento expo­
nencial en medio M9R a 30*C de OV-2 o de D-3 son contradictories 
con los observados tras tratamientos con Scido nalidlxico, clo­
ramfenicol o ayuno de aminoScidos. Los resultados que se pueden 
observer en la figura 9 muestran que las divisiones residuales 
después de un ayuno de timina son de un 7 5% para OV-2 y de un 88% 
para D-3 . Segôn la ecuaciôn 10, la edad celular a la que se harla 
resistente la divisiôn celular a la inhibiciôn de sîntesis de DNA 
séria de 9 min para OV-2 y de 4 min para D-3, es decir, tendrlan 
un periodo D igual a 36 minutos y 41 minutos respectivaroent^ en 
lugar de los 16 y 13 minutos calculados anteriormente.
Este nûmero, anormaImente elevado, de divisiones resi­
duales obtenidas es probablemente reflejo de la existencia de 
un contenido interno de timina lo suficientemente elevado como 
para poder terminer rondas de replicaciôn en marcha. Este hecho 
se verâ confirmado, de una manera indirecte, por otros resulta­
dos que se comentarSn mas adelante. Por tanto, si se desea inhi­
bit- totalmente en un momento dado la sîntesis de DNA, habré que 
recurrir al empleo de drogas taies como el Scido nalldixico o 
la hidroxiurea.
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Figura 7 INCREMENTO RESIDUAL DE DNA EN OV-2 A 30"C Y 42°C TRAS UNA INIIBI- 
CION DE LA SINTESIS DE PROTEINAS
A un cultivo de OV-2 en fase de crecimiento exponencial en LPT^^ a 
30®C (Fig. 7-A) o 42®C (Fig. 7-B) con el DNA uniformemente marcado se le ana- 
dio CM (200 jig/ml) en el minuto 0, Se siguiô la incorporacion de ^H-timira a 
partir de dicho momento. Valor inicial a 30“C, 2700 cpm; valor inicial a 42”C, 
7500 cpm.
8 3
O
>• en 
P= <
LU O
q: P: 
Qi
S  g
W  LU
3  Q
t.z»
1 2
1 0
1 4
12
1 0
+  C M - a a + N A
1 1 1 1
: .y—
I 1
0  
<
1
hO
• O
»
________t . L ._j  ....... 1. .
X ’
_ i 1
i
w
0 20 40 0 20 40 0 20 40
MINUTOS
Figura 8 DIVISIONES RESIDUALES DE OV-2 Y D-3 DESPUES DE UNA INHIBICION DE 
LA SINTESIS DE MACROMOLECULAS
A distintas alîcuotas de cultivos de OV-2 y de 0-3 en fase de cre­
cimiento exponencial en H9R a 30°C se les anadiô en el minuto 0, CM (200 jig/ml) 
o MA (80 jig/ml) o bien se privô de aminoâcidos al medio de cultivo. Valor ini­
cial, 1.0x10^ part/ml (OV-2) y 4.0x10^ part/ml (D-3).
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Figura 9 DIVISIONES RESIDUALES DE OV-2 Y D-3 EN AüSENCIA DE TIMINA
A un cultivo en fase de crecimiento exponencial en M9R a 30“C se 
le privô de timina en el minuto D, siguiendose la cinêtica de aumento en 
de part a partir de dicho momento. Valores iniciales, 1.0x10^ part/ml (@V-2) 
y 4.0x10^ part/ml (D-3).
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4.1.10 Recuperacl6n de la divisiôn a 30°C tras la inactivaciôn 
térmica del producto del gen ftsA
Tal como se ha visto en apartados anteriores, en los mu­
tantes D-2 y D-3 queda inhibida la divisiôn celular a 42"C pero 
no el resto de los procesos de su ciclo vital teniendo como resul- 
tado la filamentaciôn de dichos mutantes. Al cabo de 30 minutos 
de incubaciôn a la temperatura restrictiva se han duplicado todos 
los parâmetros celulares medidos: masa (figuras 3 y 5), DNA (fi­
gura 3), volumen (datos no expuestos) y longitud (datos no expues- 
tos). Por otra parte, la viabilidad, después de 30 minutos a 42"C, 
se mantiene, es decir, todos los filamentos de la poblaciôn tras 
su retorno a 30*C son capaces de reanudar el proceso de divisiôn 
celular y por tanto de formar colonias.
El estudio de la recuperaciôn de la divisiôn tras 30 mi­
nutos de incubaciôn a 42“C puede aportar informaciôn valiosa 
acerca de las caracteristicas del producto del gen ftsA.
En efecto, para que se récupéré la divisiôn en estas 
condiciones solo serS necesario, teôricamente al menos, la acciôn 
del producto del gen ftsA, ya que como hemos comentado todos los 
parâmetros celulares se han duplicado durante los 30 minutos de 
incubaciôn a 42*C. La acciôn de diversas drogas sobre la recupe­
raciôn puede darnos datos acerca de la naturaleza del producto 
del gen ftsA . Al mismo tiempo, podremos conocer si dicho producto, 
inactivado a 42°C, vuelve a ser active tras su retorno a 30"C o, 
si por el contrario, debe ser sintetizado de nuevo.
Los resultados de un experimento de este tipo se muestran
en la figura 10. Podemos observer que la divisiôn se reanuda 
tras 25 minutos después del retorno a la temperatura permisiva 
en el caso de D-3 o tras 10 minutos en el caso de D-2. Asimismo,
podemos observar que para que dicha reanudaciôn ocurra en D-3 hace
falta sîntesis de proteînas ya que su inhibiciôn, efectuada por 
adiciôn de cloramfenicol al medio de cultivo, impide la récupéra-
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Figura 10 RECUPERACION DE LA DIVISION EN POBLACIONES DE FILAMENTOS DE D-2 
Y D-3
Un cultivo en fase de crecimiento exponencial a 30°C en LBT^q a 
30°C fue incubado a 42“C durante 30 minutos al cabo de los cuales se subdi- 
vidiô en dos alîcuotas que se retornaron a 30"C (tiempo 0) anadiendosele a 
una de ellas CM (200 pg/ml). A, D-3, 30”C; B, D-3, 30“C + CM; C, D-2, 30“C; 
D, D-2, 30"C + CM. N" inicial de part/ml, 2.3x10^ (D-2) y 3.0x10^ (D-3).
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ciôn de la divisiôn. Este resultado indica que el producto del gen 
ftsA es una protelna. Sin embargo, la recuperaciôn de la divisiôn 
en el mutante D-2 se hace independiente de sîntesis de proteînas, 
ya que en condiciones que inhiben la traducciôn se produce hasta 
un 50% de divisiones celulares, Estos resultados parecen indicar 
que la proteina producto del gen ftsA-3 es irreversible tras su 
inactivaciôn, mientras que la del gen ftsA-2 vuelve a recobrar su 
actividad tras el retorno a la temperatura permisiva.
La proteina producto del gen ftsA se denominarâ en adelante 
proteina FtsA : FtsA-3 a la forma alëlica présente en D-3 y FtsA-2 
a la forma présente en D-2.
El hecho de que el tiempo de recuperaciôn en D-3 sea mayor 
que en D-2 puede explicarse si la proteîna FtsA-3 debe ser sinteti- 
zada de nuevo mientras que la proteina FtsA-2, al ser reversible, 
no.
Ademâs, el hecho de que la divisiôn no se reanude ensegui- 
da parece querer indicar que las células no quedan simplemente 
detenidas, "congeladas", en su ciclo de divisiôn celular, sino 
que retornan a una fase anterior. Esto parece quedar apoyado por 
la cinética de recuperaciôn observada. La primera divisiôn pré­
senta una cierta slncronîa como si a todas las células de la po­
blaciôn les faltase el mismo tiempo hasta su divisiôn.
4.1.11 Efecto del tiempo de incubaciôn a la temperatura restric­
tiva sobre el tiempo de recuperaciôn de la divisiôn tras 
el retorno a la temperatura permisiva en D-3
Para observar las posibles relaciones existentes entre 
tiempo de incubaciôn a 42®C y tiempo de recuperaciôn a 30“C, se 
sometleron diversas alîcuotas de una poblaciôn de D-3 a incubaciôn 
a la temperatura restrictiva durante périodes comprendidos entre 
cinco y 60 minutos- Una vez realizada la incubaciôn se transfi- 
rieron los cultivos a condiciones permisivas, los resultados se 
muestran en las figuras 11 y 12 e indican que el tiempo de reçu-
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Figura 11 RECUPERACION DE LA DIVISION DE FILAMENTOS DE D-3 A 30”C
Un cultivo de D-3 en fase de crecimiento exponencial en LBT^q £ 
30°C se incubo a 42 “c durante 10 ( •  ) ô 30 ( O ) minutos al cabo de los c ta­
les se retorno a 30“C (tiempo 0). N" inicial, 2.5x10^ part/ml.
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TIEMPO (minutos) DE 
INCUBACION A U1°C
Figura 12 TIEMPO DE RECUPERACION DE LA DIVISION A 30“C EN FUNCION DEL TIEM­
PO DE INCUBACION A 42°C
Un cultivo de D-3 en fase de crecimiento exponencial en LBT^q a 
30“C se subdividlô en varias alîcuotas que se incubaron a 42®C durante dis- 
tintos tiempos, al cabo de los cuales se retornaron a 30"'C analizandose en ca 
da alîcuota el tiempo en que tardaba en recuperarse la divisiôn.
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peraciôn es independiente del tiempo de incubaciôn e igual a 25 
minutos.
Estos resultados son compatibles con que la proteina FtsA-3 
comenzara a sintetizarse 25 minutos antes de la divisiôn y termi- 
nase 15 minutos antes de esta. La acciôn de la proteina FtsA-3 
terminarîa en el mismo momento de la divisiôn. Es decir, la sfnte- 
sis de PA ocurrirla al término del periodo de replicaciôn y su 
acciôn transcurrirla durante el periodo D.
4.1.12 Estudio de la septaclôn, bajo condiciones permisivas, de 
los filamentos de D-3 y de D-2
Se estudiô la septaclôn en cultivos que hablan sido preincu- 
bados durante 60 minutos a 42*C. Se siguiô el proceso de septa- 
ciôn, en condiciones permisivas, por medio de microfotograflas 
seriadas. Se realizô este estudio en filamentos de D-3 a la tem­
peratura ambiante y de filamentos de D-2 a la misma temperatura 
con presencia o no de cloramfenicol. Las secuencias microfotogrâ- 
ficas se muestran en las figuras 13, 14 y 15. Estos resultados, 
junto con otros no expuestos, muestran que la septaclôn ocurre 
bien a partir de los extremes, bien de la zona central o bien 
a partir de una zona media.
4.1.13 Efecto del tiempo de generaciôn de D-3 sobre el tiempo de 
recuperaciôn de la divisiôn a temperatura permisiva tras 
un pulso a 42”C
A continuaciôn se analizô la influencia del tiempo de gene­
raciôn sobre la recuperaciôn a 30“C tras 10 minutos de incubaciôn 
a la temperatura restrictiva. Si efectivamente la proteina FtsA-3 
se sintetiza al término del periodo de replicaciôn y ejerce su 
acciôn durante el periodo D el tiempo de recuperaciôn deberla ser 
independiente del tiempo de generaciôn, ya que la duraciôn del 
periodo de replicaciôn y de D lo son (12,23,110). Los medios de 
cultivo utilizados, asi como el tiempo de generaciôn que presen-
91
i
Figura 13 RECUPERACION DE LA DIVISION DE UN FILAMENTO DE D-3
Un cultivo de D-3 en fase de crecimiento exponencial en LBT^q a 
30°C se incubô a 42®C durante 60 minutos^al cabo de los cuales se tomô una 
muestra que se depositô en un portaobjetos con agar nutritive a la tempera­
tura ambiante (minuto 0). A partir de este momento se tomaron microfotogra- 
fîas seriadas cada 10 minutos. Aumento final, 1469 x
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Figura M  RECUPERACION DE LA DIVISION DE UN FILAMENTO DE D-2
Un cultivo de D-2 en fase de crecimiento exponencial en LBT. 
30“C se incubo a 42®C durante 60 minutos^ al cabo de los cuales se tomô una 
muestra que se depositô en un portaobjetos con agar nutritive a la tempera­
tura ambiante (minuto 0). A partir de este momento se tomaron microfotogra- 
fîas seriadas cada 10 minutes. Aumento final, 1469 x
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Figura 15 RECUPERACION, EN AUSENCIA DE SINTESIS DE PROTEINAS, DE LA DIVI­
SION DE UN FILAMENTO DE D-2
Un cultivo de D-2 en fase de crecimiento exponencial en LBT^^ a 
30"C se incubô a 42“C durante 60 minutos, al cabo de los cuales se tomô una 
muestra que se depositô en un portaobjetos con agar nutritive mas CM (200 
pg/ml) a la temperatura ambiante (minuto 0). A partir de este momento se to­
maron microfotograflas seriadas cada 10 minutes. Aumento final, 1469 x
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taba la estirpe D-3 en ellos a la temperatura permisiva, se resurnen 
en la tabla VII.
Tabla VII Medios de cultivo y tiempos de generaciôn (en minutos) 
para D-3 a 30°C
Medio de cultivo T
45
M9R 48
M9R - bases püricas y pirimidinicas 50
Medio minerai M9 + glicerol (8 mg/ml) + 
requerimlentos (20 pg/ml) + bases nitro 
genadas ( 60 pg/ml) + casaaminoâcidos 
(1 mg/ml)
58
M9 + casaaminoâcidos (1 mg/ml) 60
M9 + casaaminoâcidos (100 pg/ml) 67
M9 + leucina (20 pg/ml) + casaaminoâci- 
dos (50 pg/ml)
69
M9 + leucina (20 pg/ml) 93
M9 134
Los resultados obtenidos se muestran en las figuras 16 
y 17. Como se puede observar el periodo de sfntesis y acciôn de 
la proteina FtsA-3 es independiente del tiempo de generaciôn e 
igual a 25 minutos. Tambiën podemos observar que si bien la re­
cuperaciôn ocurre a los 25 minutos el porcentaje de la poblaciôn 
que se divide sincronicamente depende del tiempo de generaciôn.
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Figura 16 CINETICAS DE DIVISION DE D-3 A 30=C DESPUES DE 10 MINUTOS A 42“C
CRECIENDO A DISTINTOS TIEMPOS DE GENERACION
Se transfirieron a 42"C cultivos de D-3 en fase de crecimiento ex­
ponencial y se incubaron a este temperatura durante 10 minutos al cabo de los
cuales (tiempo 0) fueron retornados a 30®C siguiendose el aumento en n® de
partîculas. A, LBT^^, T  = 41', valor inicial de 5x10^ part/ml; B, M9 + leucina
(20 ytg/ml) + casaaminoâcidos (50 pg/ml), Y  = 69', valor inicial de 2-2x10^ part/
/ml; C, M9 + leucina (20 pg/ml),Y  = 93', valor inicial de 3.4x10^ part/ml; D,
M9, y  = 138', valor inicial de 4.8x10 part/ml.
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Figura 17 RELACION ENTRE TIEMPO DE RECUPERACION DE LA DIVISION Y TIEMPO DE 
GENERACION TRAS LA INACTIVACION TERMICA DE LA PROTEINA FTSA-3
Cultivos de D-3 a 30®C en fase de crecimiento exponencial en di­
verses medios de cultivo y con distintos tiempos de generaciôn (tabla VII) 
fueron incubados durante 10 minutos a 42®C antes de retornarlos a 30”C, ana­
lizandose el tiempo que tardaban en recomenzar la divisiôn.
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As! a tiempos de generaciôn largos dicho porcentaje es mas bajo 
que a tiempos de generaciôn cortos. Estos resultados nos permiten 
calculer de una manera diferente el periodo de sintesis y acciôn 
de la proteina FtsA-3. En efecto al ser dicho periodo constante 
e independiente del tiempo de generaciôn, la proporciôn de la 
poblaciôn celular afectada por los 10 minutos del periodo de in­
cubaciôn a 42**C serâ mavoi- ouanto menor sea el tiempo de genera­
ciôn. La ecuaciôn 10 nos relaciona el tanto por uno de divisiones 
sincrônicas (d), el tiempo de generaciôn (t ) y la duraciôn del 
periodo de sfntesis y acciôn de la proteina FtsA-3 (t) mâs el 
tiempo de incubaciôn a 42®C (10 minutos)
t + 10 = ^ T 10
Aplicando esta ecuaciôn para los distintos tiempos de generaciôn 
se obtiene un valor medio del periodo de sintesis y acciôn de la 
proteina FtsA-3 de 28 minutos.
4.1.14 Localizaciôn temporal de la acciôn de la proteina FtsA
Los resultados expuestos hasta ahora parecen sugerir que 
la proteina FtsA se sintetiza y actua durante los 25 minutos fi­
nales del ciclo de divisiôn celular. Si esto fuese asi, una célu- 
la no sufriria retraso en su divisiôn si se incubase a la tempe­
ratura restrictiva desde el momento de su nacimiento hasta 25 mi­
nutos antes de su divisiôn, Por el contrario si el periodo de in­
cubaciôn a 42°C solapase con los 25 mintuos anteriormente dichos 
la divisiôn ocurrirla, al menos, 25 minutos después del retorno a 
30°C.
Para determinar si nuestra suposiciôn era correcta se es­
tudiô el efecto de choques de duraciôn creciente a 42“C sobre la 
divisiôn de cultivos sincronizados. El método de sincronizaciôn 
fue el de selecciôn de tamano en gradiente de sacarosa (122).
Las células asf seleccionadas se subdividieron en diversas ali- 
cuotas que se incubaron a 42"C durante tiempos crecientes antes
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de retornarlas a la temperatura permisiva. La divisiôn, en la po­
blaciôn celular control, es decira là oue no se le diô un trata­
miento a 42®C comenzô a los 32 minutos de su selecciôn, dlvidién- 
dose un 80% aproximadamente de las células. Los resultados se pue­
den observar en la figura 18 e indican que la acciôn de la tempe­
ratura restrictiva no retarda la divisiôn celular si la incuba­
ciôn a dicha temperatura finaliza 22 minutos antes del comienzo 
de la divisiôn en la poblaciôn control. Por el contrario si el 
periodo de incubaciôn a dicha tehperatura se prolonge mas allé 
de los mencionados 22 minutos la divisiôn coraienza a retrasarse
en comparaciôn con la poblaciôn control y ocurriendo dicha divi­
siôn a los 25 minutos aproximadamente del retorno a la temperatu­
ra permisiva.
4.1.15 Efecto del tiempo de incubaciôn a la temperatura restric­
tiva sobre el tiempo de recuperaciôn de la divisiôn en D-2
De resultados anteriores sabemos que el tiempo de recupe­
raciôn de la divisiôn de D-3 tras un choque térmico que inactive 
la proteina FtsA es independiente del tiempo que se ha mantenido 
el cultivo a la temperatura restrictiva para D-3. Los resultados 
obtenidos con D-2 en expérimentes en los que se analizô la ciné- 
tica de recuperaciôn de cultivos exponenciales de dicho mutante 
incubados a 42®C durante tiempos crecientes corroboraron los re­
sultados obtenidos en D-3 (figura 19). Asi, el tiempo que tardô 
la divisiôn en recuperarse oscilô entre los 10 y los 15 minutos 
independientemente de la duraciôn de la incubaciôn (tiempos com­
prendidos entre 5 y 60 minutos). La cinética,sin embargo,era dis­
tinta a la obtenida para D-3 en cuanto que la pendiente de la curva 
de recuperaciôn era tanto mayor cuanto mayor era el tiempo de 
incubaciôn. Asimismo, las divisiones residuales obtenidas en con­
diciones inhibitorias de la sintesis de proteinas o de DNA eran 
también tanto mayores cuanto mayor era el tiempo de incubaciôn 
del cultivo a la temperatura restrictiva. Esto es lôgico ya que 
la proteina FtsA-2 sintetizada a 42®C pasa a ser activa tras el 
retorno del cultivo a 30*C. Todas aquellas células que hayan sin-
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Figura 18 RETRASO EN LA DIVISION POR CHOQUES DE TEMPERATURA A D1STINTAS EDA­
DES CELULARES
Se seleccionô una poblaciôn sincrônica de células pequenas de D-3 
por medio de centrifugaciôn en gradiente de sacarosa. En el momento de la se­
lecciôn (minute 0) se subdividiô el cultivo en alîcuotas, permaneciendo una de 
ellas a 30“c y dando choques a 42*C de duraciôn creciente a partir del minuto 
0 al resto de ellas. Las barras negras indican la duraciôn del perîodo a 42?C. 
El valor inicial fue de 4.0x10^ part/ml. La linea quebrada indica el momento 
en que comenzô la divisiôn en el cultivo control.
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Figura 19 RECUPERACION DE LA DIVISION A 30®C EN FILAMENTOS DE D-2
Un cultivo de D-2 en fase de crecimiento exponencial en LBT^^ a 
30*C se incubo a 42*C durante 5 (A), 30 (B) o 60 (C) minutos^ al cabo de los 
cuales se subdividiô en 3 alîcuotas al tiempo que se retornaban a 30"C (mi­
nuto 0), anadiendose en dicho momento NA a 80 pg/ml ( Q  ), CM a 200 pg/ml 
( ■ )  o nada ( #  ) . Valor inicial, 2.5x10 part/ml.
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tetizado dicha proteina durante el periodo a 42"C podrS dividirse, 
por tanto, en ausencia de sintesis de DNA y proteinas siempre que, 
como es obvio, las cëlulas presenten todos los requerimientos para 
su divisiôn cumplidos.
4.1.16 Efecto de la inhibiciôn de la sintesis de DNA, de RNA, de 
proteinas y de la acciôn de la proteina FtsA sobre la re­
cuperaciôn de la divisiôn de filamentos de D-3
De experimentos anteriores sabemos que la proteina FtsA en 
el mutante D-3 debe ser sintetizada de nuevo tras su desnaturali- 
zaciôn a 42“C. También sabemos que su periodo de sintesis y acciôn 
es de 25 minutos. Con los experimentos siguientes se intenta de­
terminar el tiempo mâxirno de sîntesis y el tiempo minimo de acciôn, 
También se Intenta determinar la necesidad de transcripciôn asi 
como la posible necesidad de sîntesis de DNA para la sintesis o 
actuaciôn de la proteina FtsA.
Los tratamientos para inhibir estos procesos se realizaron 
segûn se describen a continuaciôn:
1.- Inhibiciôn de la sîntesis de proteinas: por adiciôn de CM al 
medio de cultivo.
2.- Inhibiciôn de la sîntesis de RNA: por adiciôn de rifampicina 
al medio de cultivo.
3.- Inhibiciôn de la sîntesis de DNA; por adiciôn de NA al médio de 
cultivo (no se utilizô el ayuno de timina ya que las células 
presentan un contenido interno de timina relativamente alto, 
como se ve en el apartado 4.1,9).
4.- Inhibiciôn de la acciôn de FtsA por transferencia a la tem­
peratura restrictiva.
Un cultivo en fase de crecimiento exponencial de D-3 en 
LBT^q a 30"C se transfiriô a 42“C incubândose a esta temperatura 
durante 30 minutos. Tal como se ha dicho anteriorraente, en D-3, tras 
30 minutos a 42°C, todos los parâmetros medidos cuya duplicaciôn es
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necesaria para la divisiôn, ya se han duplicado. Por tanto, tras 30 minutos 
a la temperatura restrictiva, solo la sfntesis y acciôn de la pro­
teina FtsA es necesaria para la divisiôn. Al cabo de los 30 minu­
tos se subdividiô el cultivo en varias alîcuotas que se transfirie­
ron a 30“C (tiempo 0). A partir de este momento se siguiô la ciné- 
tica de divisiôn de una de las alîcuotas (figura 20-A) pudiendose 
observar que tarda 25 minutos en comenzar la divisiôn. A las otras 
alîcuotas se las anadiô rifampicina en el mismo momento de su re­
torno a 30°C (figura 20-B), 6 minutos después (fig. 2 0-C), 12 
(fig. 20-D), 18 (figura 20-E) y 24 (figura 20-F). A todas estas 
alîcuotas se las siguiô la cinética de divisiôn. Como se puede 
observar si el inhibidor se anadîa en el mismo momento del retorno 
a 30"C no se obtenîan divisiones, si se anadîan 6 minutos después 
se obtenîan un 16%, si 12 minutos después un 44%, si 18 minutos 
después un 69% y si 24 minutos después un 75% de divisiones.
Este mismo experimento se realizô sustituyendo la rimfapicina 
por cloramfenicol, âcido nalidlxico, hidroxiurea o 42*C. Los re­
sultados obtenidos se resumen en la figura 23 en la que se repré­
senta el nûmero relative de células tras 70 minutos a partir de 
la inhibiciôn frente al tiempo en que se realizô la inhibiciôn des­
pués del retorno a 30*C.
Para calcular el nûmero relative se considéré igual al nû­
mero final de células dividido por el nûmero inicial, o lo que es 
igual, al tanto por uno de divisiones mas uno.
NI células % divisiones
N.R = -i--------  = 1 + ------------
N® células —  100
En la figura 21 podemos observar que si se inhibe la sîn­
tesis de DNA, de RNA o de proteînas en el momento del retorno a 
30*C la divisiôn queda inhibida. La resistencia de la divisiôn a 
inhibiciôn de RNA o de DNA comienza 5 minutos después del retor­
no a 30“C mientras que la resistencia a inhibiciôn de sîntesis de 
proteinas ocurre 10 minutos a partir del retorno a la temperatura 
permisiva.
103
3-0
to 
< 20
y
o
<
OL
s  ’ 0
g  20
s
111
^  2.0
>o-
0 30 60 90 0 20 60 90
MINUTOS
Figura 20 EFECTO DE LA INHIBICION DE lA TRANSCRIPCION SOBRE lA RECUPERACION 
DE LA DIVISION, DESPUES DE UNA INCUBACION DE 30 MINUTOS A 42“C,
DE D-3 A 30°C
Un cultivo de D-3 en fase de crecimiento exponencial en LBT^q a 
30°C se incubo durante 30 minutos a 42°C. A1 cabo de este période (minuto 0) 
se subdividio el cultivo en alîcuotas que se retornaron a 30”C anadiendoles 
RF {500 jiq/ml) en el minuto 0 (B) , 6 (C) , 12 (D) , 18 (E) ô 24 (F); el momen- 
to de la adiciôn se indica por una flécha- Ai cultivo control (A) no se le 
anadlô nada. El n^iniclal fue de 4x10^ part/ml.
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Figura 21 EFECTO DE LA INHIBICION DE SINTESIS DE PROTEINAS, REPLICACION Y 
TRANSCRIPCION DEL DNA Y DE LA TEMPERATURA SOBRE LA RECUPERACION 
DE LA DIVISION DESPUES DE UNA INCUBACION DE 30 MINUTOS A 42"C 
EN D-3
Un cultivo de D-3 en fase de crecimiento exponencial en LBT^q a 
30"C se incubo a 42®C durante 30 minutos, siendo transferido posteriormente 
a 30®C. En dicho momento, el cultivo se subdividio en varias porciones. Una 
alîcuota, incubada a 30“C se dividiô a los 25 minutos despuês del r e t o m o  a 
30“C (este momento se indica por medio de una raya quebrada vertical), Un 
grupo de alîcuotas fueron transferidas a 42“C ( A  ) a los tiempos indicados. 
A otras alîcuotas se les anadio, a diverses tiempos, NA a 80 ^g/ml ( Q  ), HU 
a 15 mg/ml ( ^  ) , RF a 500 pg/ml y CM a 200 pg/ml ( Q  ) . En todos los
casos se siguieron las cinéticas de aumento en partîculas desde el comienzo 
del tratamiento, midiendose el numéro relative de partîculas al cabo de 70 
minutos del inicio del tratamiento. En la grâfica se représenta en ordenadas 
el numéro relative de particules después de 70 minutos del comienzo del tra­
tamiento y en abcisas el momento a partir del retorno a 30®C en que dio co­
mienzo el tratamiento inhibidor. El numéro inicial fue de 3.0x10^ part/ml en 
todos los casos.
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Los resultados obtenidos Indican que para que la divisiôn 
celular se récupéré tras 30 minutos de incubaciôn a 42°C hace fal­
la :
1.- Sîntesls de DNA
2.- Sîntesls de RNA
3.- Sîntesls de proteînas
4.- Temperatura de 30°C (es declr actlvidad de la proteina 
FtsA).
Los puntos 3 y 4 eran lôglcos de esperar y concuerdan con expéri­
mentes anterlores. La necesidad de transcrlpclôn es asîmlsrao 16- 
gica. La necesidad de sîntesls de DNA fue algo no esperado. El 
hecho de que los datos sean iguales empleando Scldo nalldîxlco o 
hidroxlurea descarta en gran parte que este resultado sea un arte- 
facto, como podrîa ocurrir si dlchos Inhlbldores ademâs de Inhlblr 
la sîntesls de DNA Inhibieran la dlvlslôn. Esto ûltimo no parece 
muy lôglco ya que se produce dlvisl6n en presencla del Inhlbldor 
cuando este es anadldo 10 minutos o m^s tlempo después del retor­
no a 30"C. No parece, por tanto, que los Inhlbldores de sîntesls 
de DNA ut1112ados tengan un efecto notable sobre la InhlblclÔn 
de la dlvisiôn celular. La ûnica expllcaciôn plausible serîa que, 
bajo las condlclones descrltas, la recuperaciôn de la dlvisiôn 
neceslta de sîntesls de DNA. La razôn de ser de esta sîntesls 
puede tener una doble explicaciôn: o bien ser necesarla para la 
sîntesls de la proteina FtsA-3 o bien serlo para la acclôn de dl- 
cha proteina.
4.1.17 Efecto de la InhlblclÔn de la sîntesls de DNA, de RNA,
de proteînas y de la acclôn de la proteina FtsA sobre la 
recuperaclôn de la dlvisiôn de fllamentos de D-2
En apartados anterlores se ha podldo deduclr que la pro­
teina FtsA-2 vuelve a ser activa si tras su Inactlvaclôn a 42°C 
es transferlda a 30“C.
Por tanto, después de 30 minutos de incubaclôn a la tempe­
ratura restrlctiva, las cêlulas de D-2 serén capaces de dlvldlrse
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en ausencia de sîntesls de proteînas y de transcrIpclôn. SI dlcha 
dlvisiôn puede realizarse en ausencia de sîntesls de DNA nos In- 
dlcarâ que la repllcaclôn es necesarla para la Inducclôn de la 
sîntesls de la proteina FtsA. En camblo, si D-2, en estas condlcio- 
nes es incapaz de dlvldlrse en ausencia de repllcaclôn, nos Indl- 
carS que la sîntesls de DNA es necesarla para la acclôn (y qulzés 
sîntesls) de la proteina FtsA.
Se reallzô un expérimenta con una poblaclôn de D-2 en faëe 
de crecimiento exponencial. Se Incubô dlcha poblaclôn a 42”C du­
rante 30 minutos al cabo de los cuales se subdivldlô en varias alî­
cuotas que se retornaron a 30“C, anadléndoseles, en dicho momento, 
diverses Inhlbldores de la sîntesls de DNA, de proteînas o de la 
acclôn de la proteina FtsA.
Los resultados obtenidos se muestran en la figura 22 e In­
dican que en estas condlclones la recuperaclôn de la dlvlslÔn es 
Independlente de sîntesls de proteînas, de RNA y de DNA. En estas 
condlclones, la ûnlca dlferencla entre las proteînas FtsA-2 y 
FtsA-3 es que FtsA-3 debe ser slntetlzada mlentras que FtsA-2 no. 
Ambas proteînas deben actuar para que la dlvlslÔn se récupéré. La 
sîntesls de DNA no es pues necesarla para la actuaclôn de la pro­
teina FtsA, ya que la dlvlslÔn en D-2 se récupéra en condlclones 
inhlbltorlas de sîntesls de DNA. Por tanto, la sîntesls de DNA es 
necesarla especîfIcamente para la sîntesls de la proteina FtsA.
4.1.18 Reslstencia a antlbiotlcos g-lactamlcos de los mutantes 
ftsA
Ricard e Hlrota (144) habîan descrlto en varies mutantes 
fts una mayor reslstencia a la llsls Induclda por penlclllna. 
Donachle (158) suglere una relaclôn fuerte entre la acclôn de la 
proteina de termlnaclôn y la actuaclôn de la penlclllna. Estos 
hechos nos llevaron a anallzar la reslstencia de OV-2 y los mu­
tantes D-2 y D-3, a dlstintos antlbiotlcos de la farallla de los 
g-lactamlcos. El anâllsls se reallzô tanto a 30"C como a 42"C.
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Figura 22 CINETICA DE RECUPERACION DE LA DIVISION A 30“C, BAJO DIVERSAS 
CONDICIONES, DE FILAMENTOS DE D-2
Un cultivo de D-2 en fase de crecimiento exponencial en LBT^^ a 
30"C se incubo a 42"C durante 30 minutos. Al cabo de este periodo se subdivi­
dio el cultivo en varias alîcuotas que se transfirieron a 30“C (minuto O) ana 
diendoseles en dicho momento NA a 80 pg/ml ( ■  ), HU a 15 mg/ml ( C) ), CM a 
200 pg/ml ( Q  ) o nada ( #  ). A una de las alîcuotas se la volvio a transfe- 
rir inmediataroente a 42“C ( A  )- El valor inicial fue de 2.3x10 part/ml.
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El proceso fue el sigulente; Un cultivo en fase exponencial se 
subdividiô en 12 alîcuotas a las que se anadieron distintas con- 
centraciones de antibiôtico en el tiempo 0, continuandose la in- 
cubaciôn a 30°C o bien a 42®C (en este tSltimo caso la transferen- 
cia a la temperatura restrictiva se realizô al tiempo 0). La D.O. 
se midiô en el mismo momento de la adiciôn del antibiôtico y 90 
minutos despuês (en el caso de los cultivos incubados a 30"C) o 
50 minutos despuês (en el caso de los cultivos incubados a 42”C). 
El tiempo fuê elegido de manera que el total correspondisse con 
2 tiempos de generaciôn a cada temperatura. Los resultados para 
OV-2, D-2 y D-3, para 30®C y 42*’C y para la bencil-penicilina, 
ampicilina, cefaloridina, cefalexina, mecillinam y âcido 6-amino- 
penicilênico se muestra en las figuras 23,24 y 25.
Como podemos ver, la reslstencia a la lisis inducida por 
8-lactaroicos es idêntica para las très estirpes y para todos los 
antibiôticos a 30"C. Sin embargo, a 42“C, los mutantes D-2 y D-3 
presentan una reslstencia notablemente mayor a la bencil-penici­
lina y a la ampicilina y una reslstencia ligeramente superior a 
la cefalexina, es decir, a aquellos antibiôticos g-lactamicos 
que, a baja concentraciôn, producen una inhibiciôn de la dlvisiôn 
celular. La sensibilidad a aquellos antlbiotlcos que afectan a 
la elongaciôn celular (cefaloridina) o a la forma (mecillinan o 
Scido 6-amino-penicilânico) es idêntica tanto a 30°C como a 42®C 
en las estirpes mutantes y salvaje.
109
0
300
< 200 
ys: 10
0  
§1
a
z  
al
<
-100
Bencil penicilina Ampicilina
■ \ i V
w
Ci
-J/-J— i— i—1—«—-jK-J--1--1———i—
o
CONCENTRACION DEL ANTIBIOTICO 
pqjrr^
Figura 23 RCCION DE LA BENCIL-PENICILINA Y DE LA AMPICILINA SOBRE LAS 
-ESTIRPES OV-2, D-2 Y D-3
Cultivos de las distintas estirpes en fase de crecimiento exponen 
cial en LBT^q a 30°C fueron subdivididos en alîcuotas a las que se anadieron 
diverses antibiôticos a distintas concentraciones- Las alîcuotas se continua- 
ron incubando a 30®C o bien se transfirieron a 42“C en el mismo momento de la 
adiciôn de los antibiôticos. La densidad ôptica a 450 nm se midiô en el momein 
to de la adiciôn de los antibiôticos y 90 ô 50 minutos después en los cultivos 
incubados a 30®C ô 42®C respectivamente. El incremento en la D.O. se calculé 
segun la ecuaciôn:
“ ■°- - ' l: o:
Con objeto de poder comparer los efectos de los antibiôticos a dis^ 
tintas concentraciones se represents tambiën el incremento obtenido por los 
cultivos a los que no se anadiô antibiôtico. O  , OV-2; 0 ,  D-2; Ç) , D-3. La 
D.O. inicial fue, en todos los casos, de 0.08 U.A.
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Ver la leyenda de la figura 23
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4.2 RELAC ION ENTRE LA PROTEINA FtsA Y LA PROTEINA DE TERlîimCION
4.2.1 Alineamiento cromosômlco
Gran parte de los resultados de este trabajo se han conse- 
guido del estudio de poblaciones celulares a las que se habla 
sincronizado la repllcaclôn.
Este proceso, clâsico en el estudio de los ciclos de repli- 
caciôn y dlvisiôn bacteriana, consta de varias fases, al tértiino 
de las cuales todos los cromosomas del cultivo se encuentran pre- 
parados para iniciar la repllcaclôn desde ori C (el origen de re- 
plicaciôn), es decir, todos los cromosomas de la poblaclôn se en­
cuentran "alineados". Hay que hacer notar que estos tratamiaitos 
sincronizan la repllcaclôn pero no otros procesos celulares, par- 
tlcularmente hacemos notar que la dlvlslÔn celular no se slnero- 
nlza. Aslmlsmo, la masa y longitudes celulares varlan entre las 
células del cultivo como si de una poblaclôn en fase de credmlen- 
to exponencial se tratara. Por ello preferlmos denomlnar a este 
tratamiento alineamiento cromosômlco y no slncronlzaclôn.
El procedlmlento de alineamiento cromosômlco se describlô 
en el apartado 3.8, razôn por la cual solo se comentarSna ccntl- 
nuaclôn los aspectos teôrlcos del proceso.
En resumen, el proceso de alineamiento cromosômlco, que se 
esquematlza en la figura 26, es el sigulente:
1.- InhlblclÔn de la sîntesls de proteînas. A su tôrmlno todas 
aquellas células de la poblaclôn que se encontraban al Inicjb del 
tratamiento repllcando su cromosoma, habrân dupllcado su material 
genêtlco pero no habrSn podldo dlvldlrse al no haber podldo sln- 
tetlzar las proteînas necesarlas para la dlvlslÔn. Tampoco tubrén 
podldo Inlclar nuevas rondas de repllcaclôn al estar Inhlbldtda
la sîntesls de proteînas y no haber podldo alcanzar la masa de Inl- 
claclôn.
2.- InhlblclÔn delà sîntesls de DNA. A su térmlno todas las cé-
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lulas de la poblaclôn habrSn adqulrldo la masa de inlclaciôn y 
habrSn slntetlzado todas las proteînas necesarlas para la repll­
caclôn y para la dlvisiôn, excepte la proteina de termlnaclôn, pe­
ro no habrân repllcado por faltarles un precursor del DNA.
3.- DesInhlblclÔn de la sîntesls de DNA. Al comienzo de este pé­
riode todos los cromosomas de la poblaclôn se encuentran alinéa- 
dos en su origen. Al ser deslnhlblda la sîntesls de DNA comenzarâ 
de una manera slncrônlca la repllcaclôn en todas las células del 
cultivo. La dlvlslÔn ocurrlrâ al térmlno de la repllcaclôn y 
después de la sîntesls y acclôn de la proteina de termlnaclôn.
Un tratamiento que se puede reallzar a una poblaclôn con 
sus cromosomas alineados en la inlclaciôn de la repllcaclôn es el 
de Inhlblr la sîntesls de proteînas en el mismo momento en que se 
deslnhlbe la sîntesls de DNA. En estas condlclones la repllcaclôn 
comenzaré y continuaré hasta su térmlno. Al estar inhlbida la 
sîntesls de proteînas no se habrâ producldo la proteina de terml­
naclôn, quedando, por tanto, bloqueada la dlvisiôn celular. Para 
que esta ocurra, habrâ que deslnhlbir de nuevo la sîntesls de pro- 
teinas tras la cual se slntetlzarâ y actuarâ la proteina de ter- 
mlnaciôn, transcurrlendo solo un pequeno lapso de tiempo (aproxi- 
madamente 5 minutos) para que se reanude la dlvisiôn celular.
La figura 27 muestra el curso de aumento en masa y nûmero 
de partîculas seguldo por OV-2, D-2 y D-3 durante un trataunlento 
de alineamiento cromosômlco. La velocldad de repllcaclôn durante 
la fase Inhlbltorla de la sîntesls de proteînas decae hasta un 
valor prôxlmo a 0 tal como era de esperar (figura 28). Los resul­
tados se ajustan a lo esperado para una poblaclôn con las slgulen- 
tes caracterlstlcas:
T = 45 min
C = 60 min
D = 15 min
El ciclo celular de una bâcterla con las anterlores caracterlsti- 
cas se muestra en la figura 29.
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Figura 26 ALINEAMIENTO CROMOSOMICO
En este esquetna se représenta la marcha teorica de la repliciciôn 
en varies cromosomas ( ), que al iniciar el tratamiento se encontrabai en
distintas fases de su replicaciôn, a lo largo de un alineamiento cromosonico. 
En ausencia de aminoâcidos terminarân las rondas de replicaciôn en marcha, pe^  
ro no se iniciarân otras nuevas. Las células que en el momento de la intibi- 
ciôn de la sîntesis de proteînas estuviesen en el periodo D podrân dividlrse 
( momento indicado por una flécha y las siglas "div"). Al anadir de nuev> los 
aminoacidos al medio de cultivo y eliminar de este la timina, las células de la 
poblaciôn que tuviesen su cromosoma replicado podrân dividirse y continiar cre^ 
ciendo, posteriormente alcanzando la masa de iniciaciôn todas ellas, perc no 
podrân iniciar la sîntesis de DNA al faltarles un precursor. En el mometto 
en que se les suministre timina, todas las células del cultivo (que se mcon 
traban con sus cromosomas alineados en el origen) comenzarân sincrônicamente 
su replicaciôn, dividiéndose cuando esta finalice y actue la proteina di ter- 
minaciôn.
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Figura 27 ALINEAMIENTO CROMOSOMICO SEGUIDO DE UNA INHIBICION DE LA SINTESIS
DE PROTEINAS EN OV-2, D-2 Y D-3
A un cultivo en fase de crecimiento exponencial en M9R a 30"C se
le inhibiô la sîntesis de proteînas, por medio de privacion de aminoâcidos al 
medio de cultivo, en el minuto 60. En el minuto 120 se desbloqueô la sîntesis 
de proteînas y se inhibiô la sîntesls de DNA, por medio de ayuno de timina, 
hasta el minuto 240. A continuaciôn se desinhibiô la sîntesis de DNA inhibien 
dose simultaneâmente, por medio de ayuno de aminoâcidos, la sîntesis de prote^ 
nas. Durante todo el proceso se siguiô la D.O.^^^ (curva inferior) y el n® de 
células (curva superior). ^  , OV-2; #  , D-2; Q  , D-3. Los valores iniciales al 
comienzo del tratamiento fueron: 1.80x10 part/ml y o.103 U.A. (OV-2); 1.44x10^ 
part/ml y 0.074 U.A. (D-2); 1.45x10^ part/ml y 0.110 U.A. (D-3).
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Figura 28 INCORPORACION DE TIHIDINA TRITIADA DURANTE UN AYUNO DE AMINOACIDOS
Un cultivo de D-3 en fase de crecimiento exponencial en M9R a 30“C 
fue privado, mediante flltracl6n, de todos los aminoacidos ( •  ). A una atîcuo 
ta de este cultivo se le anadieron todos los aminoâcidos en el mismo momeito 
{O  ). Se siguiô la velocidad de incorporaciôn de ^H-timidina a los tiempss 
indicados en ambos cultivos por medio de pulsos de 5 minutos de duraciôn. El 
valor inicial fue de 8430 cpm.
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Figura 29 CICLO CELULAR TEORICO
Ciclo celular teôrico de una bacteria con un tiempo de generaciôn 
de 45 minutos, un tiempo de replicaciôn de 60 minutos y un periodo D de 15 mi 
nutos. Se expresa para cada edad el numéro de équivalentes genpmicos por celu 
la (G), la masa relative (MR) calculada segun un modelo de crecimiento expo­
nencial y la longitud relativa (LR) calculada segun un modelo de crecimiento 
lineal con una duplicaciôn al comienzo de D.
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4.2,2 Locallzaciôn de la acclôn de la proteina FtsA en relælgn 
con el ciclo de replicaciôn
La proteina FtsA, en base a resultados obtenidos en ssta 
tesis, parece actuar durante los ultimos 20 minutos del cida de 
dlvisiôn. Si esto fuese asl, su acclôn coincidirla con las fllti- 
mas fases del ciclo replicativo. La necesidad de un corto pilso 
de sîntesis de DNA para eue se sintetlze la proteina FtsA parece 
relacionar los ciclos de replicaciôn y de dlvisiôn celular.
Para poder localizar la acclôn de la proteina FtsA m  re- 
laciôn con el ciclo de repllcaclôn se efectuô un alineamierto 
cromosômlco segûn el proceso descrlto en el apartado anterior.
Al tôrmino del proceso de alineéuniento todas las côlulas se en­
cuentran con su cromosoma sin replicar, con una masa igual o su­
perior a la masa de inlclaciôn y con todas las proteînas necesa­
rlas para la dlvlslÔn excepto la proteina de termlnaclôn. Pn el 
momento de la deslnhibiclôn de la sîntesls de DNA (adiciôn de 
timina al medio de cultivo) comenzarS la repllcaclôn de une mène­
ra slncrônlca en todas las células, ocurrlendo la dlvisiôn ^  mi­
nutes después (figuras 30 y 31). Si en el momento de la adiciôn 
de timina se transfiere el cultivo a 42®C la dlvisiôn quedc inhl­
bida en las estirpes mutantes D-2 y D-3 ya que la proteina FtsA 
queda inactlvada tras su sîntesis. Si en vez de una incubadôn 
contlnuada a 42®C se dan pulsos de 10 minutos de duraciôn i la 
temperatura restrictiva^ a dlstintos tiempos a partir de la adiciôn 
de timina,se puede observer lo sigulente.
1.- La dlvisiôn de D-3 no présenta retraso si el retorno a 30"C 
ocurre 20 minutos antes del comienzo de la dlvisiôn en la pobla­
clôn control, produciendose retraso si el retorno a la tempera­
tura permislva se reallza 10 minutos o menos antes de dlchi re­
cuperaclôn (figura 30).
2.- La dlvisiôn de D-2 no présenta retraso si el retorno a. 30"C
ocurre 25 minutos antes del comienzo de la dlvisiôn en la pobla­
clôn control, produciendose retraso si dicho retorno se reiliza
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15 minutos o menos antes de la dlvisiôn (figura 31).
De estos resultados puede deducirse que la acclôn de la 
proteina FtsA ocurre, o al menos puede ocurrir, durante las etapas 
finales del ciclo de replicaciôn.
4.2,3 Dlferencias en el periodo de sîntesls y acçiôn de la protei­
na de termlnaclôn entre las estirpes OV-2 y p-3
Los resultados obtenidos hasta ahora indican una relaciôn 
entre la proteina FtsA, la replicaciôn del cromosoma bacterlano 
y la dlvisiôn celular. Parece probable, por tanto, que pueda exis- 
tlr algûn tipo de relaciôn entre la proteina producto del gen 
ftsA y la proteina de termlnaclôn.
Para el estudio de las posibles relaciones se disenô un 
tratamiento similar al de alineamiento cromosômlco ya descrlto, 
con la varlaciôn de invertir el orden de las Inhlbiciones. Es 
decir, a un cultivo en fase de crecimiento exponencial se le in­
hibiô primeramente la sîntesls de DNA durante 160 minutos, Inhi- 
biendose a continuaciôn y durante 60 minutos la sîntesis de pro­
teînas (en este segundo tratamiento se desbloqueô la sîntesis de 
DNA). Si a un cultivo en fase de crecimiento exponencial se le 
inhibe la sîntesis de DNA por medio de un ayuno de timina se 
produciré una dlvisiôn residual de aproxiroadamente el 90% seguida 
de una detenclôn en el incremento en el nûmero de células. Ello 
es debldo a que todas las células que se encontraran el periodo D 
se divldlran. Asimismo, debldo a la existencia de un contenldo in­
terno de timina, parte de las células de la poblaciôn podrân fina- 
llzar su periodo de replicaciôn y posteriormente dividlrse. La 
sîntesls de DNA llegarâ un momento en que se detenga debldo a 
la ausencia de timina en el medio de cultivo (recuerdese que las 
estirpes utilizadas son auxôtrofas para la timina) con lo que la 
dlvisiôn celular quedarâ bloqueada. Por otra parte durante el 
periodo inhibitorio de la replicaciôn la sîntesls de proteînas 
procederâ normalmente resultando en un aumento considerable de 
la masa media celular. Al térmlno del proceso inhibitorio, si
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Figura 30 EFECTO DE LA TEMPERATURA RESTRICTIVA SOBRE LA CINETICA DE DIVISION
DE UNA POBLACION DE D-3 CON SUS CROMOSOMAS ALINEADOS
Una poblacion de D-3 con sus cromosomas alineados se subdivid.ô 
en varias alîcuotas al termine del alineamiento cromosômlco (t=0). En dicto 
momento se anadiô timina al medio (20 |ig/ml) a todas las alîcuotas. Una d» 
ellas se continuô incubando a 30“C (O  » curva superior), otra se transf.riô
a 42"C ( #  , curva superior). Otras alîcuotas fueron transferidas a 42®C Ju­
rante 10 minutos a dlstintos tiempos, indicandose el tiempo de incubaclôn a 
42“C por una barra. Se siguiô la cinética de aumento en partîculas en tod»s 
los casos. La lînea discontinua vertical marca el principle de la divisiôi del 
cultivo control a 30®C. El valor inicial fue de 2.7x10^ part/ml. Para pod«r 
comparer todas las curvas, los valores iniciales han sido multiplicadas p>r 
factures convenientes.
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Figura 31 EFECTO DE LA TEMPERATURA RESTRICTIVA SOBRE LA CINETICA DE DIVISION
DE UNA POBLACION DE D-2 CON SUS CROMOSOMAS ALINEADOS
Una poblaciôn de D-2 con sus cromosomas alineados se subdividio 
en varias alîcuotas al térmlno del alineamiento cromosômico (t=0). En dicho 
momento se anadlô timina al medio (20 pg/ml) a todas las alîcuotas. Una de 
ellas se continuô incubando a 30°C ( O  t curva superior), otra se transfiriô 
a 42°C ( #  , curva superior). Otras alîcuotas fueron transferidas a 42°C du­
rante 10 minutos a dlstintos tiempos, indicandose el tiempo de incubaclôn a 
42"C por una barra. Se siguiô la cinética de aumento en partîculas en todos 
los casos. La lînea discontinua vertical marca el principio de la dlvisiôn del 
cultivo control a 30®C. El valor inicial fue de 8.5x10^ part/ml. Para poder 
comparer todas las curvas los valores iniciales han sido multiplicados por 
factores convenientes.
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este es lo suficlentemente largo, todas las células de la poblaciôn 
habrén alcanzado la masa de inlclaciôn, habran slntetlzado todas 
las proteînas necesarlas para la repllcaclôn (no pudlendo ocurrir 
ésta por estar en condlclones de ausencia de timina) y flnalmente, 
habran slntetlzado todas las protejfnas necesarlas para la dlvisiôn 
excepto la protefna de termlnaclôn. Si a continuaciôn anadlmos ti­
mina al medio e Inhlblmos la sîntesls de proteînas, comenzaré la 
repllcaclôn que prosegulré hasta su térmlno. En esté punto, todas 
las células de la poblaclôn poseeran todos los requerlmlentos 
para su dlvlslÔn excepto la teôrlca protefna de termlnaclôn. Por 
tanto, si deslnhlblmos la sîntesls de proteînas, se slntetlzarâ 
la proteina de termlnaclôn y segûn los datos de Jones y Donachle 
(80) 5 minutos después deberâ producIrse la dlvisiôn.
El desarrollo del tratamiento, reallzado â 30°C, para 
OV-2 y D-3 hasta el momento de la deslnhibiclôn de la sîntesls de 
proteînas se muestra en la fig. 32, colncldiendo los resultados 
con los expresados, es declr durante la fase de InhlblclÔn de la 
repllcaclôn, el aumento en masa slgue de una manera exponencial 
mlentras que el nûmero de partlciiLas se detlene tras un à dlvlslÔn 
residual elevada. Durante la InhlblclÔn de la sîntesls de protei­
na s se detlenen tanto el aumento en masa como en nûmero de partl- 
culas.
En la figura 33 se muestra la cinética de aumento en masa 
y de nûmero de células de las estirpes OV-2 y D-3 tras ser desln­
hlblda la sîntesls de proteînas a cultivos pretratados de la mane­
ra anterIormente descrlta.
En la figura 33-A se puede observer la cinética de aumento 
en masa y en nûmero de células en OV-2. Es Importante destacar 
que la recuperaclôn del aumento en masa, y por tanto de sîntesls 
de proteînas, tarda aproxlmadamente 40 minutos. La recuperaclôn 
de la dlvisiôn en OV-2 es simultanés a ] a recuperaclôn de sîntesls 
de proteînas, tal como es de esperar. En la figura 33-B se mues­
tran los resultados expérimentales obtenidos en D-3. Podemos
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Figura 32 a l i n e a m i e n t o  CROMOSOMICO INVERSO DE OV-2 Y DE D-3
Un cultivo en Ease de crecimiento exponencial en M9R a 30®C fue 
privado de timina en el minuto 60. En el minuto 220 fue privado de aminoâcidos 
al tiempo que se le anadîa timina (20 pg/ml). Se siguieron las cinéticas de 
aumento en masa ( ■ ,  D-3; Q ,  OV-2) y en numéro de particules ( #  , D-3; O ,  
OV-2). Los valores iniciales fueron de 0.05 U.A. y de 7.2 x10^ part/ml para 
D-3 y de 0.05 U.A. y 9.0x10^ part/ml pata OV-2.
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MINUTOS
CINETICAS DE RECUPERACION DE LA MASA Y DE LA DIVISION EN OV-2 
Y D-3 A 30”C DESPUES DE UN ALINEAMIENTO CROMOSOMICO INVERSO
Cultivos de OV-2 o de D-3 en fase de crecimiento exponencial en 
M9R a 30*C fueron sometidos a un alineamiento cromosômico inverso. Al têrmi- 
no de este se permitiô la sîntesis de proteînas (minuto 0) y se siguieron 
las cinéticas de aumento en masa (sîmbolos cuadrados) y en numéro de partî­
culas (sîmbolos redondos). A, OV-2; B, D-3. Los valores iniciales fueron de 
0.371 U.A. y 2.27x10^ part/ml para OV-2 y de 0.533 U.A. y 2.81x 10^ part/ml 
para D-3.
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observar que la masa se récupéra a los 35 minutos de la desinhibi- 
ci6n de la sîntesis de proteînas mlentras que la dlvisiôn comien- 
za a los 6D, es decir, 25 minutos después.
OV-2 y D-3 presentaron un comporatamiento aparentemente 
igual durante el pretratamiento (fases inhibitorias de la sîntesis 
«de DNA y de proteînas): sus cinéticas de aumento en masa y en 
]particules son idênticas (figura 32). Si la proteina FtsA y la 
)proteina de termlnaclôn no tuviesen nlnguna relaciôn se esperarla 
«que la recuperaclôn de la dlvisiôn al térmlno del tratamiento 
fuese tambiên idêntica, es decir que ocurriese al mismo tiempo 
«en las estirpes parental y mutante (recuerdese que, te<5ricamente, 
ial térmlno del tratamiento descrlto, todas las células presentan 
itodos los requerlmlentos para su dlvisiôn cumplidas excepto la 
îslntesis y acciôn de la proteina de termlnaclôn). Sin embargo, se 
(Observa un desfase de 25 minutos entre la reanudaciôn de la divi- 
fsiôn en la estirpe parental, OV-2, y la estirpe mutante, D-3. 
lEsto suglere la existencia de una relaciôn entre las proteînas 
iFTsA y la llamada proteina de termlnaclôn.
«4.2.4 La proteina FtsA se comporta como una proteina de termlnaclôn
Los resultados del apartado anterior sugerlan la existen- 
(cia de una relaciôn entre la proteina FtsA y la proteina de ter- 
iminaciôn en base a las dlferencias observadas en el tiempo de sln- 
ttesis y acciôn de la proteina de termlnaclôn entre las estirpes 
OV-2 y D-3, Para poder profundizar mâs en las posibles relaciones 
esxlstentes entre ambas proteînas se procediô a estudiar el compor- 
tramiento de las estirpes parental y mutantes después de un trata- 
imiento igual al que permitiô a Jones y Donachle (80) elaborar la 
hiipôtesis de la proteina de termlnaclôn.
Si a una poblaciôn celular con los cromosomas alineados 
en el origen por efecto de un tratamiento de alineamiento cromo- 
aômico (ver apartado 4.2.1) se le inhibe la sîntesis de proteînas 
en el mismo momento en que se desbloquea la sîntesis de DNA, la 
replicaciôn comenzaré de una manera slncrônlca en todas las célu-
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las de la poblaciôn y segulré su curso hasta la flnalizaciôn que, 
lôgicamente, también serâ slncrônlca. Las células de cultivo no 
podran dividirse al no poder sintetlzar la proteina de termlnaclôn 
(por estar inhiblda la sîntesls de proteînas). Una vez ha flnall- 
zado la repllcaclôn todas las células poseerén todos los requerl- 
mientos para su dlvisiôn excepto la sîntesls y acclôn de la pro­
teina de termlnaclôn. Si a continuaciôn se deslnhlbe la sîntesis 
de proteînas, la proteina de termlnaclôn se slntetlzarâ y actuarà 
relnlciandose la dlvisiôn.
En las figuras 34 y 35 se muestra el comportamlento de b-3 
y de D-2 después de ser desbloqueada la sîntesls de proteînas eri 
cultivos con todos los requerlmlentos para la dlvlslÔn cumplldos 
excepto la proteina de termlnaclôn. Como se puede observar en las 
figuras 35"A y 36-A la densidad ôptica de los cultivos de D-3 ÿ 
de D-2 tarda aproxlmadamente 20 minutos en recuperarse, mlentras 
que la dlvlslÔn se reanuda a los 45 minutos en el caso de D-3 y a 
los 30 minutos en el caso de D-2. Dlcha reanudaclôn es sensible 
a la temperatura. En efecto, si en el momento en que se deslnhlbe 
la sîntesls de proteînas se transfleren los cultivos de D-3 o de 
D-2 a la temperatura restrictiva ocurre lo sigulente (figuras 
34-B y 35-B).
1.- Reanudaclôn Inmedlata del aumento en masa.
2.- InhlblclÔn total de la dlvlslÔn.
Estos resultados Indican que la protel’na FtsA se comporta 
como una proteina de termlnaclôn. En efecto, la proteina de ter­
mlnaclôn es el ûnlco requerlmiento para que se dlvldan las células 
en las condlclones descrltas. Para que ocurra la dlvisiôn, en es­
tas condlclones y segûn mostraron Jones y Donachle (80) es nece­
sarla solamente la sîntesls y acclôn de la proteina de termlnaclôn. 
Por tanto, al quedar inhiblda la dlvlslÔn por acclÔn de la tem­
peratura restrictiva se deduce que la proteina FtsA es una protei­
na de termlnaclôn.
SI la proteina FtsA no fuese una proteina de termlnaclôn
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Figura 34 CAPACIDAD DE D-3 PARA DIVIDIRSE A 30=C Y 42”C DESPUES DE QUE SE 
HAYAN COMPLETADO TODOS LOS REOUERIMIENTOS PARA LA DIVISION EX­
CEPTO LA PROTEINA DE TERMINACION
Un cultivo de D-3 a 30*C fue sonvetido a un tratamiento de alinea­
miento cromosômico seguido de una inhibiciôn de la sîntesis de proteînas en 
presencia de sîntesis de DNA de una duraciôn de 70 minutos. En el minuto 0 
se desinhibiô la sîntesis de proteinas por medio de la adiciôn de todos los 
aminoâcidos requeridos asî como de 5 mg/ml de casaaminoâcidos. Se siguieron 
las cinéticas de aumento en masa (triangulos) y en numéro de partîculas (cir­
cules) en las siguientes condlclones; A, incubaclôn a 30°C; B, incubaclôn a 
42®Cf C, pulso de 42®C durante el perîodo indicado por la barra y posterior 
transferencia a 30®C.
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Figura 35 CRPACIDAD DE D-2 PARA DIVIDIRSE A 30”C Y 42"C DESPUES DE QUE SE 
HAYAN COMPLETADO TODOS LOS REQOERIMIEMTOS PARA LA DIVISION EX- 
CEPTO LA PROTEINA DE TERMINACION
Un cultivb de D-2 a 30'C fue sonsetido a un trataunlento de alinea- 
miento cromosomico seguido de una inhibiciôn de la sîntesis de proteïnas en 
presencia de sîntesis de DNA de una duracion de 70 minutes. En el minute 0 
se desinhibiô la sîntesis de preteinas per itiedie de la adicion de todos les 
aminoâcidos requeridos asî corne de 5 mg /ml de casaamineâcidos. Se siguieren 
las clneticas de aumente en masa (triangulos) 4t_en numéro de particules (cir­
cules) en las siguientes condiciones: A, incubacion a 30*C; B, incubaciën a 
42®C; C, puise de 42®C durante el période indicado per la barra y posteror 
transferencia a 30*c.
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se deberla haber producldo una divisiôn residual del orden del 100% 
a la temperatura restrictiva ya que la protexna FtsA habrla sido 
sintetizada y habrla ejercido su acciôn durante el proceso de ali- 
neamiento cromosômico y/o el perlodo inhibitorio de sîntesis de 
protelnas subsiguiente. En este caso, la temperatura restrictiva 
no habrla bloqueado una ronda de divisiones celulares-
La temperatura restrictiva inhibe totalmente la divisiôn. 
Sin embargo, si el cultivo se transfiere a condiciones permisivas 
después de 20 minutes de incubaciôn a 42°C la divisiôn se reanuda 
normalmente despuës de 20 minutes en el case de D-3 o de 10 minu­
tes en el case de D-2 (figuras 34-C y 35-C). Este nos permite te- 
ner un control positive del expérimente para demestrar que la au- 
sencia de divisidn ne es un artefacte preducido per una disminu- 
ci6n pregresiva de la viabilidad celular corne consecuencia de 
todos les trataroientos sufrides.
4.2.5 Période de sîntesis y acciôn de la proteina de termlnaciCn; 
dlferencias existantes entre las estirpes OV-2, D-2 y D-3
El période de sîntesis y acciôn de la protefna de termi- 
naciôn es de aproximadamente 5 minutes segûn observaron Jones y 
Donachie (80). En nuestras estirpes mutantes el période de slnte- 
sis y acciôn de la proteina FtsA es de 25 minutes en D-3 y la 
acciôn es de 10 minutes en D-2. Si la proteina FtsA es una protei- 
na de terminaciôn, corne se deduce del apartado 4.2.4, el perlodo 
de sîntesis y acciôn de la proteina de terminaciôn debe alargarse 
en las estirpes mutantes mâs allâ de les 5 minutes descritos (80).
Para cemprebar este aspecte se realizô, a la temperatura 
permisiva, un alineamiento cromosômico seguido de una inhibiciôn 
de la sîntesis de protelnas durante 70 minutos. Al tërmino, tedas 
las cëlulas de la poblaciÔn presentan todos los requerimientos 
para la divisiôn cumplidos, excepto la proteina de terminaciôn.
Este tratamiento se realizô con las estirpes OV-2 a 30°C y 37*C 
(temperatura ôptima para E.coli) y con D-2 y D-3 a 30"C. Tras la
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desinhibiciôn de la sîntesis de protelnas se analizaron las ciné- 
ticas de aumento en masa y en particules (figuras 36 y 37).
Los resultados obtenidos indican:
1.- A ambas temperaturas en OV-2 y a 30®C en D-2 y D-3, la recupe- 
raciôn de la densidad ôptica ocurre a los 20 minutes de finalizar 
el tratamiento.
2.- A ambas temperaturas el desfase entre la recuperaciôn de la 
densidad ôptica y la reanudaeiôn de la divisiôn es de 5 minutes 
en la estirpe OV-2, de 25 minutes en D-3 y de 10 minutes en D-2.
Les 5 minutes de desfase ebservados en OV-2 corresponden 
con las descritos per Jones y Donachie (80) para la sîntesis y 
acciôn de la proteina de terminaciôn. Este perlodo se alarga a 25 
minutes en D-3 y a 10 minutes en D-2. Parece este indicar que la 
proteina FtsA e ne es igual de activa o ne se sintétlzà en la 
misma cantldad, a la temperatura permisiva, en la estirpe salva­
ge OV-2 que en les mutantes D-2 y D-3.
4.2.6 Necesidad de un puise de sîntesis de DNA para la Inducciôn 
de la sîntesis de la proteina de terminaciôn
De apartados anterieres se ha pedido cencluir que la pre- 
teina FtsA podrla ser una pretefna de terminaciôn. Per otra parte 
en el apartado 4.1,15 de Resultados se puede cemprebar que para 
que haya sîntesis de la pretefna FtsA es necesaria la sîntesis de 
DNA .
Para estudiar este aspecte se realizô un alineamiento cre- 
mesômico a peblacienes celulares de OV-2 en crecimiente exponen- 
cial a 30”C y 37*C. Se utilizô la estirpe OV-2 para que les re­
sult ado s obtenidos ne fuesen un pesible efecte secundarle de las 
mutacienes ftsA. Asimismo se realizô tamblén a 37*C para que los 
resultados obtenidos ne pudiesen ser achacades al emplee de tem­
peraturas subôptimas.
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Figura 36 RECUPERACÎON DE I.A DIVISION Y DEL CRECIMIEWTO EH MASA EH D-2 Y EM 
D-3 A 30"C DESPURS DE OUE SE HAYAN COMPLETADO TODOS LOS REQUEST- 
MtENTOS PARA LÀ DIVISION EXCEPTO LA PROTEINA DE TERMINACION
Un cultivo fîe D-2 o de D-3 en Ease de creclmlento exponenclal en 
M9R a 30*C fue tratado para allnear sus cromosomas. AI téirmino de este trata­
miento se aftadlo tlmlna al medlo y se inhlblô la sîntesis de protelnas duran­
te 70 minutos, al cabo de los cuales (minuto O) se desinhibiô dicha sîntesis 
y se siqulo la cinetica de aumento en ),y en nAmero de particu­
les ( ). A, D-3; B, D-2.
l3i
_j
a
g
ôio 4
0.20
0 20 40 GO 80
.MfNUtOS
Figura 37 PECUPERACIOH DE L* DiviSIOÜ T DEL CRBCîMiÈNTD EM HÂsA W  ÔÛ-2 6fe| 
PUES DE QUE SE MÀTÀM COMPLBTROb TODOS tOS hEÇ^ftlkiÈMTOë HlRA LÀ 
DIVISION EÀCEPTO LÀ PEOtEIKÂ DE tÈWilNÀCloN
Un cuitivo de OV-2 enfase de creclmlento exponehclai eh M9R lue 
tratado para allnear stis crombsomàd. Âl tërmlho de esté trâtàmlehto àé éAadîë 
tlmlna al medlo y sé Inhlbld la sîntesis dé &rotéfhàé duranté 70 mlhiltoé, âî 
caixî de los cuales (mlhuto 0) se desinhlbid dicha sïntésls y »é slguld là ci- 
nétlca de aumento én 0.0.^^^ 1 ) ÿ én nGmero dé particules ( # ). iT^Ci 
B, 30'C.
133
Tras el alineamiento cromosômico (que tal como se descri- 
biô consta de una Inhibiciôn de sîntesis de protelnas seguida de 
una Inhibiciôn de sîntesis de DNA) se procediô a inhibir nueva- 
mente la sîntesis de protelnas durante un periodo suficiente para 
que pudiera finalizar las rondas de replicaciôn en marcha. Al tër­
mino de este tratamiento (ver apartado 4.2.1 del capitulo de resul­
tados) todas las cëlulas de la poblaciÔn sometidas a este proceso 
presentan todos los requerimientos necesarios para la divisiôn 
excepto la proteina de terminaciôn que se sintetizarâ tan pronto 
como se desinhiba la sîntesis de protelnas. Se estudiô la recupera­
ciôn de la divisiôn en condiciones inhibitorias de la sîntesis de 
DNA por medlo dç la acciôn del âcido nalidlxico. Los resultados 
obtenidos se expresan en la figura 38. En ella se muestran el 
hâmero relative de cëlulas después de 80 minutos a partir de la 
adiciôn de âcido nalidlxico frente al tiempo ën que se anadiô el 
inhibidor à partir de la desinhibiciôn de la sîntesis de protelnas. 
Los resultados indican que si se inhibe la sîntesis de DNA a cë­
lulas que presentan todos los requerimientos para la divisiôn 
excepto la proteina de terminaciôn esta no se sintetiza ya que no 
se produce divisiôn celular. Estos resultados indican que para 
que se sintetize la proteina de terminaciôn hace falta un pulso 
de sîntesis de DNA, tal como era de esperar en base a los resulta­
dos obtenidos anteriormente para la proteina FtsA.
4.2.7 Caracter termosensible de la divisiôn en poblaciones celu­
lares de D-2 y de D-3 con su perîodo de replicaciôn finalizado
De todos los resultados obtenidos hasta ahora se puede 
concluir que la proteina producto del gen ftsA podrîa ser una pro- 
telna de terminaciôn cuya sîntesis serîa inducida por una sîntesis, 
especîfica o no, de DNA. Por tanto, si se inhibe la sîntesis de 
protelnas a una poblaciÔn en crecimiento exponencial las rondas 
de replicaciôn en marcha finalizaran pero la proteina FtsA no se 
sintetizarâ al no haber aminoâcidos en el medic y por tanto, al 
ser dicha proteina necesaria para la divisiôn, no se podrân divi- 
dir las cëlulas. Si a continuaciôn, es decir cuando las rondas de
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Figura 38 EFECTO DE LA INHIBICION DE LA SINTESIS DE DNA SOBRE LA DIVISION 
DE OV-2 DESPUES DE QUE SE HAYAN COMPLETADO TODOS LOS REQUERIMIEN 
TOS PARA LA DIVISION EXCEPTO LA PROTEINA DE TERMINACION
Un cultivo de OV-2 en fase de crecimiento exponencial a 30“C (Q) 
6 37"C ( #  ) en M9R se sometio a un alineamiento cromos6mico tras el cual 
se permitiô la sîntesis de DNA y se inhibio la sîntesis de protelnas duran­
te 70 minutos. Al tërmino de este perîodo (minuto 0) se dividieron los cnl- 
tivos en alîcuotas a las que se desinhibiô la sîntesis de proteînas. A par­
tir del minuto 0 se anadio HA (80 ug/ral) a las alîcuotas a distintos tieapos, 
midiéndose el incremento en el nûmero de partîculas a los 80 minutos de la 
adicion del inhibidor. En ordenadas se représenta el nûmero relative de par 
tîculas obtenido después de los 80 minutos y en abcisas el momento, después 
de la desinhibiciôn de la sîntesis de proteînas, en que se anadiô el NA. Nü 
raero inicial de part/ml, 2.2 x 10^ (37*C) ô 2.4 x 10^ (30°C).
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replicaciôn hayan finalizado, se desbloquea la sîntesis de protel­
nas y se élimina la timina del medio de cultivo, se sintetizarâ 
la proteina FtsA y tras su acciôn se producirâ divisiôn celular.
Si en el momento de la desinhibiciôn de la sîntesis de protelnas 
transferimos el cultivo a la temperatura restrictiva, la divisiôn 
en los mutantes D-2 y D-3, quedara inhibida (figuras 39'A y 40-A) 
al quedar inactivada la proteina FtsA que haya sido sintetizada.
Si retornamos el cultivo, tras 40 minutos de incubaciôn a 42°C, 
a la temperatura permisiva se récupéra la divisiôn en D-2 (ya que 
la proteina FtsA en esta estirpe tiene un caracter reversible) 
pero no en D-3 (ya que la proteina FtsA de esta estirpe no es re­
versible) (figuras 39-B y 40-B). Por otra parte si en el momento 
del retorno a 30*C se anade timina al medio, es decir, se permi­
te que comienze la sîntesis de DNA, se recuperarâ la divisiôn 
tanto en D-2 como en D-3 (figuras 39-C y 40-C). En D-2 se récupé­
ra a los 20 minutos raientras que en D-3 la reanudaeiôn de la divi­
siôn se produce a los 50 minutos.
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Figura 39 EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE POBLACIONES DE D-3 CON SU PERIODO 
DE REPLICACION FINALIZADO
Un cultivo de D-3 en fase de crecimiento exponencial en M9R a 30®C 
fue privado de aminoâcidos durante 75 minutos,al cabo de log cuales (minuto 0) 
fueron suministrados de nuevo y se élimine la timina del medio. A, 30“C ( O ) y 
42®C ( •  ); 8, 30“C ( O  ) Y 42®C durante 40 minutos, indlcados por la barra ( #  
C, 30®C y 42®C durante 40 minutos al cabo de los cuales se anadiô timina al •ne 
dio de cultivo (20 pg/ml) ( #  ). El numéro inicial fue de 1.4x10^ part/ml.
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Figura 40 EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE POBLACIONES DE D-2 CON SU PERIODO 
DE REPLICACION FINALIZADO
Un cultivo de D-2 en fase de crecimiento exponencial en M9R a 30®C 
fue privado de aminoâcidos durante 75 minutos, al cabo de los cuales (minuto 0) 
fueron suministrados de nuevo y se eliminô la timina. A, 30®C ( O  ) y 42°C 
( •  ); B, 30°C ( O  ) y 42®C durante 40 minutos, indlcados por la barra ( •  ); 
C, 30*C y 42°C durante 40 minutos al cabo de los cuales se anadiô timina al 
medio de cultivo (20 pq/nl) ( #  ) . El ndinero inicial fue de 1.9x10^ part/ml.
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4.3 RELACION ENTRE LOS PROCESOS DE REPLICACION DEL CROHOSOMA Y 
LA DIVISION CELULAR
4.3.1 Necesidad de sîntesis de DNA para que se reanude la divi­
sion después de una inhibiciôn de sîntesis de protelnas 
en OV-2
Resultados anterieres indican que para que se sinteti«e 
la proteina FtsA hace falta una sîntesis simultânea de DNÀ. Por 
otra parte durante la inhibiciôn de la sîntesis de protelnas en 
el proceso de alineamiento cromosômico se dupllca el DNA y, lÔgi- 
camente, no se sintetiza la proteina FtsA. Esta debe sintetizarse 
durante la fase de inhibiciôn de sîntesis de DNA ya que durante 
este perlodo se produce divisiôn celular. Estos dos resultados 
son, aparentamente, contradlctorios: o bien la proteina FtsA se 
sintetiza independientemente de que haya o no replicaciôn o bien 
el tratamiento inhibitorio de la sîntesis de DNA no es perfecto y 
se produce una replicaciôn residual.
Tal como se viô en el apartado 4.1.9 la inhibiciôn de la 
sîntesis de DNA por medlo de ayuno de timina parece un buen mé- 
todo ya que el porcentaje de divisiones residuales obtenidas es 
muy superior al esperado, impiicando la existencia de un perlodo 
D anormalmente largo y dlstinto al calculado segûn otros mëtodos. 
La adiciôn de inhibidores taies como ëcido nalidlxico inhibe in- 
médiat amen te la replicaciôn celular, sin eadbargo al no ser rever­
sible su acciôn, o al menos no inmediatamente reversible, no pue­
de ser utilizado en el proceso de alineamiento cromosômico.
Para poder detearminar si durante el tratamiento inhibi­
torio de sîntesis de DNA se produce algo de replicaciôn que pu­
diera inducir la sîntesis de la proteina FtsA se reallzaron di­
verses experimentos utilizando diversas maneras de inhibir la 
sîntesis de DNA.
Para evitar posibles efectos de mutaciones secundarias 
se reallzaron los distintos experimentos con OV-2 (estirpe paren-
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tal) y no con D-2 y D-3. Ademâs las temperaturas utilizadas fue­
ron las de crecimiento de D-2 y D-3, es decir 30"C, y la tempera­
tura ôptima de crecimiento para E.coli, 37®C.
Cultivos en fase de crecimiento exponencial de OV-2 a los 
que se les habla inhlbldo la slntesis de protelnas, por medio de 
'un ayuno total de aminoâcidos, durante un perlodo nunca inferior 
;a 1.5 T fueron subdividldos en varias alîcuotas a las que se pri- 
'vô de timina en el mismo momento en que se desbloqueô la slntesis 
(de protelnas. A partir de este momento se les anadiô âcido nalidl- 
rxlco a distintos tiempos. El estudlo de la cinética de divisiôn 
(de estos cultivos, tànto a 30®C coitro 37®C {figuras 41 y 42) mues- 
tran que si la slntesis de DNA es inhibida por medio de âcldo na­
lidlxico en el mismo momento del desbloqueo de la slntesis de 
protelnas y comienzo del ayuno de timina no se produce divisiôn. 
Si la adiciôn de âcldo nalidlxico ocurre a tiempos mas tardlos se 
produce divisiôn residual.
Estos resultados sugieren que durante el ayuno de timina 
se produce una replicaciôn residual que quedarla inhibida por 
efeeto del âcldo nalidlxico. Sin embargo, pudiera ser que la adi- 
clôn de âcido nalidlxico junto a ayuno de aminoâcidos fuese un 
tratamiento muy drâstico que tuviese como efecto secundario la 
Inhibiciôn de la divisiôn. Para poder determinar este punto se 
realizô una inhibiciôn de la slntesis de protelnas, por ayuno de 
aminoâcidos, a un cultivo en fase de crecimiento exponencial de 
OV-2 a 37“C.Tras 50 minutos se restauraron los aminoâcidos al 
medio de cultivo, anadiendose âcido nalidlxico a distintos tiem­
pos a partir de este momento. Los resultados (figura 43) muestran 
que si la inhibiciôn de slntesis de DNA se produce en el mismo 
momento de la adiciôn de aminoâcidos al cultivo se produce una 
divisiôn residual minima y de alrededor de un 10%. Este valor se 
puede conslderar nulo en comparaciôn con el 150% obtenido si la 
inhibiciôn se produce por medio de ayuno de timina. Si el âcido 
nalidlxico es anadido mâs tarde, la divisiôn residual de la pobla­
ciÔn va haciendose algo mas independiente de la inhibiciôn de
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Figura 41 EFECTO DE LA INHIBICION DE LA SINTESIS DE DNA SOBRE POBLACIONES DIE
OV-2 A 37“C CON SO PERIODO DE REPLICACION FINALIZADO
Un cultivo de OV-2 en fase de crecimiento exponencial en M9R a
37"c fue privado de aminoâcidos durante 50 minutos al cabo de los cuales (ni
nuto 0) fueron suministrados de nuevo^ eliminandose la timina del medlo (A)j 
anadiendose NA (80 pg/ml) a los 0 minutes (B), a los 20 (C) y a los 40 (D).
El momento de la adicion de NA se indica mediants una fleeha. El ndmero ini­
cial de part/ml fue de 2.8x10^.
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Figura 42 EFECTO DE LA INHIBICION DE LA SINTESIS DE DNA SOBRE POBLACIONES 
DE OV-2 A 30=C CON SU PERIODO DE REPLICACION FINALIZADO
Un cultivo de OV-2 en fase de crecimiento exponencial en M9R a 
30®C fue privado de aminoâcidos durante 60 minutos al cabo de los cuales (mi­
nuto 0) le fueron suministrados de nuevo, eliminandose la timina del medio (A) 
y anadiendose NA a los Oominutos (B)^  20 (C) , 40 (D) , 60 (D) y a los 80 (F) .
El momento de la adicion de NA se indica mediante una flecha, El numéro ini­
cial de part/ml fue de 9.0x10^.
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Figura 43 EFECTO DE LA INHIBICION DE LA SINTESIS DE DNA SOBRE POBLACIONES 
DE OV-2 A 37«C CON SO PERIODO DE REPLICACION FINALIZADO
On cultivo de OV-2 en fase de crecimiento exponencial en M9R a 37"C
fue privado de aminoacidos durante 50 minutos, al cabo de los cuales (minuto 
0) le fueron suministrados de nuevo (A), anadiendose NA (80 pg/ml) a los 0 mi
nutos (B), 20 (C), 40 (D) y 60 (E). El momento de la adicion de NA se indica
mediante una flecha. El numéro inicial fue de 2.7x10^ part/ml.
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sslntesis de DNA ya que va incrementSndose el nûmero de divisiones 
^residuales aunque siempre a un nivel muy bajo (inferior a un 50%).
'4.3.2 Necesidad de elonqacldn cromosômica para que se reanude 
la dlvlsldn en cëlulas a las que se les ha tnhlbido la 
slntesis de protelnas.
Resultados anteriores muestran que la division en cëlulas 
ccon su perlodo C finalizado queda Inhibida por la accidn del âcido 
malidlxico.
Para poder determinar si esta inhibiciën es debida al blo- 
queo de la slntesis de DNA o es un efecto secundario del inhibidor 
se estudid el efecto de la temperatura restrictiva sobre un mu­
tante termosensible dna E . De esta manera se puede evitar el posi- 
ble efecto secundario de los inhibidores sobre la divisiôn celular.
La estirpe portadora de una mutaciôn dnaE estudiada fuë 
E-486. Como todos los mutantes de este tipo la acciôn de la tem­
peratura restrictiva (42“C) es la de inhibir la elongaciôn del 
cromosoma por inactivaciôn de la subunidad a de la DNA polimerasa 
(46,86,70).
Se estudiô el efecto de la temperatura sobre la divisiôn 
celular en cultivos en los que habla sido previamente inhibida la 
slntesis de protelnas durante un perlodo lo suficientemente largo 
para que hubiesen finalizado las rondas de replicaciôn en marcha. 
Durante un ayuno de timina, siguiente al tratamiento inhibitorio 
de la slntesis de protelnas, se producen un 50% de divisiones 
residuales (figura 44). La temperatura restrictiva inhibe comple- 
tamente la divisiôn celular si la transferencia a 42°C ocurre in­
mediatamente a la desinhibiciôn de la slntesis de protelnas. Si 
dicha transferencia se realiza en el momento en que se reanuda la 
divisiôn celular en condiciones de ausencia de timina se obtiene 
un 25% aproximadamente de divisiones residuales. Estos resultados 
indican la necesidad de replicaciôn para que se dividan las cëlu­
las que han duplicado, teôricamente, su contenido genêtico duran-
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Figura 44 EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA DIVISION EN POBLACIONES 3E 
E-486 CON SU PERIODO DE REPLICACION FINALIZADO
Un cultivo de E-486 en fase de crecimiento exponencial en M9R a 
30®C fue privado de aminoâcidos durante 90 minutos, al cabo de los cuales (mi­
nuto 0) se le volvieron a aAadii^ eliminandose simultâneamente la timina del 
medio (A) y transfiriendose a 42”C (momento indicado por una flecha) en el 
minuto 0 (B), 15 (C) y 30 (D). El niîmero inicial fue de 7.5x10^ part/ml.
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te un perlodo previo de inhibiciôn de slntesis de protelnas.
4-3.3 La recuperaciôn de la divisiôn celular, después de una inhi­
biciôn de la slntesis de protelnas, se puede realizar en 
ausencia de iniciaciôn de replicaciôn
El planteamiento del problema es similar al del apartado 
anterior. La variaciôn radica en el tipo de mutante utilizado. En 
este caso fué un mutante dna C : CT-284. El producto del gen dna C , 
que interacciona con la proteina Dna B (185), es necesario para 
lâ Iniciaciôn de la replicaciôn del cromosoma, interviniendo tam­
blén en la elongaciôn del mismo (90,184). La estirpe CT-284 repli­
ca el DNA ya iniciado tanto a 30®C como a 42"C pero no puede ini- 
ciar nuevas rondas de replicaciôn a la temperatura restrictiva 
(42"C). En la figura 45 se muestra el efecto de la temperatura 
restrictiva sobre la divisiôn celular en cultivos de la estirpe 
CT-284 a los que previamente se habia inhibido la slntesis de pro­
telnas durante un perlodo de 90 minutos (durante este proceso in­
hibitorio finalizan las rondas de replicaciôn que ya se hablan 
iniciadol Como se puede observer la temperatura restrictiva no 
inhibe totalmente la divisiôn sino que permite hasta un 50% de 
divisiones desde el mismo momento en que se restaura la slntesis 
de protelnas.
Si se comparan estos resultados con los obtenidos en los 
apartados 4.3.1 y 4.3.2 se pueden obtener las siguientes conclu- 
siones: Si a un cultivo en fase de crecimiento exponencial se le 
inhibe la slntesis de protelnas durante un perlodo lo suficiente­
mente largo para que finalicen las rondas de replicaciôn inicia- 
das y posterlormente, al ser desbloqueada la slntesis de protel­
nas, es inhibida la slntesis de DNA (por medio de âcido nalidlxi­
co) o la elongaciôn del cromosoma (por medio de la temperatura 
restrictiva en una estirpe dna E) queda inhibida totalmente la 
divisiôn. Si se inhibe la iniciaciôn de nuevas rondas de replica­
ciôn (por medio de la temperatura restrictiva en una estirpe dna C) 
o se priva de timina a la poblaciÔn celular, se produce una divi-
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siôn residual. Estos resultados nos llevan a concluir que ;
1.- después de una inhibiciôn de slntesis de protelnas de una du— 
raciôn mayor que el perlodo de replicaciôn es necesaria una slntee- 
sis de DNA para que se reanude la divisiôn celular y
2,- que la inhibiciôn de la slntesis de DNA por medio de un ayuno 
de timina (en estirpes que presenten esta auxotrofla) no es inme— 
diata ni total.
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Figura 45 EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA DIVISION EN POBLACIONES DE 
CT-284 CON SU PERIODO DE REPLICACION FINALIZADO
Un cultivo <3e CT-284 an fase de crecimiento exponencial en M9R a 
30"c fue privado de aminoâcidos durante 90 minutos al cabo de los cuales (mi­
nuto 0) se le volvieron a afiadir, eliminandose simultâneamente la timina del 
medic (A) y transfiriendose a 42°C (momento indicado por una flecha) en el 
minuto 0 (B), 15 (C) y 30 (D). El numéro inicial fue de 1.2x10^ part/ml.
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5.1 HIPOTESIS DE TRABAJO. CRITERIOS OPERACIONALES EN EL ESTUDIO 
DE MUTANTES
La divisiôn celular en condiciones en que el material ge- 
nético no se hubiese duplicado conducirîa a la apariciôn de cëlulas 
sin informaciôn genética,las cuales no serlan viables.
Una hipôtesis lôgica para explicar la relaciôn entre re- 
plicaciôn y divisiôn serîa la siguiente: en el proceso évolutive 
las bacterias han debido desarrollar algûn mecanismo que irapida 
la divisiôn hasta que no se haya duplicado su genoma.
En condiciones fisiolôgicas de crecimiento se observa que 
la divisiôn celular ocurre siempre después de un perîodo de tiempo 
a partir del tërmino de la replicaciôn. Este hecho podrîa ser de- 
Ibido a una relaciôn unîvoca replicaciôn-divisiôn o bien a una sim­
ple casualidad temporal. La replicaciôn podrîa ocurrir durante la 
vida celular, fihalizando antes de la divisiôn, gracias a la exis- 
itencia de algun/os otro/s proceso/s cuyo désarroilo fuese la eta- 
jpa limitante de la divisiôn. Procesos de este tipo podrîan ser 
por ejemplo la adquisiciôn de una determinada masa, longitud, den­
sidad, presiôn interna, etc.
Nuestra hipôtesis de trabajo, que es La anteriormente di­
cha, no excluye la posibilidad de que ocurran mécanismes regulado- 
res de la divisiôn de otro tipo. Nos parece coherente pensar que 
las cëlulas hayan desarrollado un mecanismo précise ante un tema 
de tan vital importancia para su supervivencia y competencia in­
ter espec if ica como esta relaciôn entre la replicaciôn y la divi­
siôn.
Para el estudiô de este problema se pensô en la utiliza- 
ciôn de mutantes termosensibles de divisiôn. El empleo de mutan­
tes en el estudiô de la divisiôn bacteriana ha sido y es muy am- 
plio: ver Helmstetter et al (62). Sin embargo, pocos mutantes han 
ayudado a resolver las preguntas surgidas de los estudios bioquî- 
micos y fisiolôgicos en las estirpes salvajes. Slater y Schaechter
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(159) apunta très criterios operacionales que deben ser cumplidos 
para que las conclusiones obtenidas del estudio de los mutantes 
sean significativas;
1.- Determinar si un fenotipo complejo es debido a un efecto pleio- 
trôpico de una sola mutacidn o al efecto de diversas mutaciones.
2.- Determinar si dos mutaciones con el mismo fenotipo aparente 
tienen una lesidn en el mismo cistrôn.
3.- Determinar si la mutaciôn es especîfica de divisiôn.
Nuestros resultados cumplen como se irâ comentando mâs 
adelante, estos très requisites.
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5.2. EL GEN FTSA Y EL CICLO DE DIVISION CELULAR DE ESCHERICHIA 
COLI
MAC-1 y MAC-2, mutantes termosensibles de divisiôn, descri­
tos respectivamente por de Pedro et al (31,32) y por Llamas (108) 
fueron obtenidos por mutagënesis con nitrosoguanidina de la estir­
pe MG6 (Escherichia coli K-12). Este agente mutâgeno présenta 
efectos drâsticos produciendo multiples mutaciones que se encon- 
trarân muy cercanas, ya que actua preferenteraente sobre la horqui- 
11a de replicaciôn (19). Resultados sin publicar de de Pedro,M.A. 
y de Tormo,A. pusieron de relieve la existencia de mutaciones se­
cundarias en la estirpe MAC-1 y su derivado MAC-3 (30,176). Por 
otra parte Fenoll (44) y Tormo,A. (resultados sin publicar) obser­
varon que el clorar-fenicol induce lisis celular en mutantes ter­
mosensibles derivados de la estirpe MC6 pero no en aquellos deri- 
vados de OV-2, quizas debido a las diferencias existentes en las 
envolturas celulares entre las estirpes (154,179). Estas obser- 
vaciones fueron las que nos indujeron a transducir las mutaciones 
termosensibles de divisiôn présentes en las estirpes MAC-2 y MAC-3 
a la estirpe OV-2. Se intentaba por una parte eliminar las muta­
ciones secundarias y por otra que el fondo genético de las estir­
pes fuese el adecuado para estudios fisiolôgicos.
Los anâlisis de complementaciôn realizados con las estir­
pes en estudiô (ver Tabla VI) indicaron que las mutaciones deno- 
minadas inicialmente divA, présenté en MAC-1 y en su derivado MAC-3 
(30,32), y divB, présente en MAC-2 (108) son formas alëlicas del 
gen ftsA. Dado que esta denominaciôn es anterior (67) se llamô a 
dichas mutaciones ftsA-3 y ftsA-2 respectivamente. De los resulta­
dos de la complementaciôn se deduce también que dichos alelos son 
recesivos respecte a la forma salvaje ya que en condiciôn de zigo- 
sis para dicho gen, el fenotipo résultante es termorresistente.
El comportamiento fenotipico de las estirpes D-2 y D-3 
les caractérisa como mutantes termosensibles de divisiôn. A la 
temperatura permisiva no se manifiesta ninguna anomalfa, compor-
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tandose como la cepa parental OV-2. Sin embargo a 4 2°C la divisifôn 
celular queda detenida inmediatamente sin que aparentemente se vfea 
afectada la biosintesis de macromoléculas, descartândose asi que 
la inhibiciôn de la divisiôn sea una consecuencia indirects de a 1- 
teraciones en la slntesis de protelnas o en la slntesis de DNA 
(figuras 3 y 5). La presencia de nucleoides distribuidos unifor- 
memente a lo largo de los filamentos (figura 6) nos indica, ade- 
mâs de que la slntesis de DNA se produce normalmente, que la se— 
gregaciôn de los cromosomas no se encuentra afectada a 42“C. La 
morfologla de los filamentos es caracter!stica de todos los mutain- 
tes ftsA (180) presentando unas ligeras constricciones en aquellos 
lugares en los que presumiblemente se deblan haber formado los 
sep to s (figura 4). Dicha morfologla junto con la inhibiciôn inme;- 
diata de la divisiôn nos lleva a la idea de que el proceso afec— 
tado comienza en una fase muy temprana de la septaciôn y finali- 
za en el mismo momento de la separaciôn de las cëlulas hermanas. 
Este comportamiento, si bien no es exclusive de los mutantes ftsA 
(62), se diferencia de otros mutantes de divisiôn en los que el 
proceso afectado esté localizado durante una fase temprana del 
ciclo como pueden ser los mutantes ts52 (201) que presentan una 
divisiôn residual muy alta (70%) al ser transferidos a la tempe­
ratura restrictiva, indicando que la mayor parte de la poblaciÔn 
es insensible a la temperatura restrictive, posiblemente debido a 
que los procesos termosensibles han sido realizados a la tempera­
tura permisiva.
D-2 y D-3 presentan una diferencia importante; El producto 
del gen fts A-3 una vez ha sido inactivado por efecto de la tem­
peratura no vuelve a ser active, teniendo que sintetizarse de nue­
vo para que se desbloquee la divisiôn (figura 10). Por el contrario, 
el producto del gen ftsA-2, al retornar el cultivo a la tempera­
tura permisiva, recobra su activldad no teniendo que volver a sin­
tetizarse de nuevo para que se récupéré la divisiôn (figura 10).
Otra diferencia observada es el tiempo que tarda en producirse 
la divisiôn tras el retorno a condiciones permisivas. En el caso
153
'de D-2 es de 10 a 15 minutos mlentras que en D-3 es de 24 minutes 
(figura 10). Esta diferencia puede ser atribuible a que D-3 debe 
sintetizar de nuevo la proteina FtsA mientras que D-2 no. Puede 
reflejar tarobién diferencias entre ambas proteinas a 30“C. Es po- 
sible que el producto del gen £tsA-3 sea mènes active a la tempe­
ra tura permisiva que la proteina FtsA-2. La existencia de dichas 
(diferencias puede ser una herramienta muy Otil en la caracteriza- 
'ciôn de la proteina FtsA. Los resultados obtenidos para ambas es- 
tirpes no deberan presenter contradicciones siempre que se tengan 
«en cuenta dichas diferencias. Al ser les resultados coherentes 
•entre si se podrân descartar que los efectos observados sean debi- 
(dos a la presencia de posibles mutaciones secundarias. Ademâs, 
(cierta informaciôn imposible de obtener en un tipo de mutantes nos 
Ipodrâ venir dada por el otro tipo, complementandose asi los resul­
tados. Por otra parte, los resultados obtenidos por OV-16 (38) 
ipueden dar un enfoque complementario. Este mutante esta afectado 
«en la sintesis de la proteina FtsA a 42®C, debido a la presencia 
(de una mutacidn ambar en el gen ftsA, pudiendo sintetizar dicha 
ïproteina a 30°C, debido a la presencia de un supresor ambar ter- 
imosensible.
El tiempo que tarda en recuperarse la divisiôn después de 
la inactivaciôn de la protefna FtsA es constante e independiente 
tanto de la velocidad de crecimiento como del tiempo que durô la 
inactivacidn (figuras 12,17). Ademâs, en estas condiciones,se pro­
duce una oleada de divisiones bastante sincrônicas cuya magnitud 
depende del periodo de inactivaclôn o de la velocidad de creci­
miento (figuras 16 y 19). Los resultados obtenidos son explicables 
si al ser inactivada la proteina FtsA no solo se detiene la divi­
sion sino que se produce una regresiOn del proceso a una fase an­
terior del ciclo de divisiOn. En el caso de D-3 para que las cé- 
lulas puedan dividirse, tras el retorno a las condiciones permisi- 
vas,serâ necesario que se realice un ciclo completo de sintesis 
y acciôn de la prote£na FtsA, mientras que en el caso de D-2 serâ 
necesaria solamente la acciOn. El hecho de que la divisiOn sincrô-
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nlca observada en D-2 llegue a ser superior a un 100% indica que 
la proteina FtsA-2 puede sintetizarse en condiciones restrictivas 
permaneciendo inactive hasta su vuelta a 30®C. En el caso de D-3, 
aunque se sintetice la proteina FtsA-3 en condiciones restricti­
vas, al volver a 30"C deberâ volver a sintetizarse de nuevo. A1 no 
aumentar la magnitud de la divisiOn sincrOnica nos indica que se 
sintetiza la protefna FtsA en una cantidad que permite la forma- 
ciOn de un solo septo y por tanto que el nOmero de copias de la 
proteina que se sintetiza, no depende ni de la masa celular ni de 
el contenido de équivalentes genômicos de la célula. El hecho de 
que solo se forme un septo por célula apoya los resultados de 
Teather et al (171) que les lleva a postuler la existencia de un 
factor que a una concentraclén determinada se consume totalmente 
en la formaciCn de un septo, aunque haya m^s lugares posibles.
Los resultados obtenidos en cultivos sincrônlcos de la 
estirpe D-3 nos permitiô localizar el periodo de accidn de la pro­
teina FtsA-3 en relaciôn con el ciclo de division. Dichos resulta­
dos (figura 19) indican que la sintesis y acciôn de la proteina 
FtsA-3 tienen lugar durante- los ûltjmos 25 minutos del ciclo de 
divisiôn, durante el periodo D y posiblemente presentando un 
solapamiento con el término de la ronda de replicaciôn del crono- 
soma. Otra alternativa a éste y otros expérimentes séria que la 
proteina FtsA se sintetizara durante una fase mâs o menos temprana 
del ciclo pero que dicha proteina tuviese una caracter inestable 
quedando inactiva mâs o menos râpidamente al no poder ser utili- 
zada por la célula. Este posible caracter de inestabilidad queda 
rebatido por nuestros resultados ya que la proteina FtsA sintetiîa- 
da a 42°C vuelve a ser activa, en el caso de D-2, tras su retorno 
a lO^C, incluso cuando la incubacidn ha sido de 60 minutos (figu­
ra 19). Ademâs, Donachie et al (38) demostraron que la sintesis 
de proteina FtsA ocurre durante las etapas finales del ciclo de 
divisidn.
Un aspecto interesante es el estudio de la septacidn en 
los filamentcs de las estirpes mutantes tras su retorno a condic.o-
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nies perinisivas. La primera divisiôn podrîa ocurrir por formacidn 
die un septo en un lugar determinado de la célula que podrîa ser el 
lugar de septaciôn mâs antiguo o aquellos mâs recientes. Otra po- 
Sîibilidad séria que la septaciôn se realizara a partir de los es- 
biozos présentes (observables por las constricciones existantes en 
los filamentos) pero no de una manera orientada, sino al azar. Fi- 
nalmente otra posibilidad séria que los septos esbozados hubiesen 
guedado inutilisables produciendose la septacidn en otros lugares 
dlel filamento de una manera constante o bien al azar. Los resulta­
dos (figuras 13,14,15 y resultados no expuestos), a falta de un 
estudio estadistico, muestran que los lugares de septacidn formados 
a 42”C siguen siendo funcionales tras el retorno a 30°C. También 
muestran estes resultados que la septaciôn se realiza a través 
de estos lugares de una manera al azar y no orientada ya que la 
divisiôn ocurre bien a partir de los extremos, bien a partir de 
la zona central o bien a partir de una zona media. Estos resulta­
dos apoyan la hipôtesis de Teather et al (171) que considéra que 
la probabilidad de formar septo en una célula con varios lugares 
posibles de septacidn es igual en todas ellas.
Un resultado muy importante que nos llev6 a estudiar las 
posibles relaciones entre la proteina FtsA y las proteinas de 
terminacién fue la necesidad de un pulso de sintesis de DNA para 
que la proteina FtsA-3 se sintetizase o/y actuase. El experimento 
(figura 21) se realizô con dos inhibidores de la sintesis de DNA 
(âcido nalidixico e hidroxiurea), obteniendose idénticos resulta­
dos en ambos casos. Al ser los dos antibiôticos diferentes, tanto 
en estructura como en modo de actuaciôn^ quedaba descartada la po­
sibilidad de que los resultados observados fuesen un artefacto 
del método. No se realizô la inhibiciôn mediante nrivaciôn de ti- 
mina ya que este sistema permite una cierta replicaciôn residual. 
Ademâs, los inhibidores de sintesis de DNA bloqueaban la divisiôn 
de D-3 si se ahadian en el momento del retorno a la temperatura 
permisiva pero la permitian si se suministraban después de un pé­
riode corto de tiempo (5 minutos). También permitian la divisiôn 
de D-2 si la adiciôn se realizaba en el momento mismo de la trans-
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ferencia a condiciones permisivas. No parece, por tanto, posible 
que la inhibiciôn de la divisiôn sea debido a un efecto secundario 
de los antibiôticos utllizados.
Dos posibilidades podrian dar cuenta de estos resultados. 
Una de ellas séria que la actuaciôn de la protefna FtsA requiriera 
replicaciôn y otra que su sintesis fuese Induclda,de alguna manera, 
por la replicaciôn del DNA. La primera de las opciones quedaba des­
cartada ya que la proteina FtsA-2 podla actuar posibilitando la 
divisiôn en ausencia de sintesis de DNA (figura 22). De estos re­
sultados, que se confirmaron en otro tipo de experimentos que se 
comentarân mas adelante, pudimos conclulr que la proteina FtsA es 
induclda por la replicaciôn de DNA. La necesidad de sintesis de 
DNA para la inducciÔn de sintesis de proteinas ya ha sido descri 
ta en algunas ocasiones. AsI Gudas et al., (52) observaron que la
proteina D no se sintetiza en presencia de âcido nalidixico y 
Hanawalt y Wax (55) mostraton la necesidad de replicaciôn del DNA 
para la transcripciôn de ciertas enzimas reprimidas como la 6-ga- 
lactosidasa. El posible signlficado de esta inducciÔn de la pro­
teina FtsA se comentarâ mâs adelante.
De todos los resultados comentados hasta ahora, podemos 
conclulr que el producto del gen ftsA codifies una proteina cuya 
sintesis es induclda por replicaciôn de DNA y cuya acciôn, nece­
saria para que las células se dlvidan, se realiza durante las 
etapas finales del ciclo de divisiôn, desde el término de la re­
plicaciôn hasta la separaciôn fisica de las células, siendo dicho 
periodo constante e independiente de la velocidad de crecimiento. 
Ademâs, la sintesis y la acciôn de la proteina FtsA pueden ser 
desfasadas en el tiempo ocurriendo la formaciôn de septo de una 
manera al azar a través de cuaiquier lugar potencial de septaciôi.
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5,3 SIMITUD ENTRE LAS PROTEINAS FTSA Y DE TERMINACION
Jones y Donachie (80) postularon la existencia de una o 
varias proteinas a las que denominaron genéricamente proteina de 
terminaciôn. El significado del control realizado por esta protei­
na serla el de permitir la divisiôn celular solo cuando hubiese 
finalizado la replicaciôn del cromosoma. Las caracteristicas de 
dicha proteina, postuladas en base a los resultados obtenidos en 
expérimentes de alineamiento cromosômico, son los siguientes:
1.- La proteina de terminaciôn es necesaria para la divisiôn.
2.- El término de la replicaciôn del cromosoma induce la sintesis 
de la proteina de terminaciôn.
3.- La acciôn de la proteina de terminaciôn se realiza sobre los 
primordios de septos conduciendo a la célula a la divisiôn.
4.- Su sintesis y acciôn pueden tener lugar durante un corto pé­
riode de tiempo, de aproximadamente cinco minutos.
5.- Segûn Hoffmann et al (69) la adquisiciôn de sensibilidad a la 
penicilina requiers el término de las rondas de replicaciôn junto 
con un periodo de sintesis de proteinas. Jones y Donachie (80) 
sugieren que la sensibilidad a la penicilina se encuentra relacio- 
nada con el control ejercido por la proteina de terminaciôn.
Los resultados obtenidos por nosostros sugerlan la posi­
bilidad de que la proteina FtsA fuese una proteina de terminaciôn:
1.- La proteina FtsA, al igual que la proteina de terminaciôn, 
interviens especificamente en la divisiôn celular (figura 3).
2.- La proteina FtsA requiere para su sintesis una replicaciôn 
Simultanés de DNA (figuras 21 y 22). El hecho de que se sintetice 
durante las ûltimas fases del ciclo de divisiôn sugiere que la 
replicaciôn que induce dicha sintesis sea la del término del cro­
mosoma. Para aclarar este punto se realizô un alineamiento cro­
mosômico observandose que la divisiôn celular se retrasaba si la 
iractivaciôn de la proteina FtsA se realizaba en fases cercanas
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al término de la replicaciôn (figura 30), apoyando este hecho la 
posibilidad de que la replicaciôn de un segmente de DNA cercano 
al término del cromosoma sea el que induzca la sintesis de DNA. 
Otro tipo de resultados, que se comentaran mâs adelante, apoyan 
esta idea.
3.- La acciôn de la proteina FtsA es posible que se realice sc*re 
primordios de septos. Durante una Incubaclôn a la temperatura ree- 
trictiva se producen filamentos en los que se observan unas ligé­
ras constricciones localizadas en los lugares en que presumible- 
mente debîan haberse desarrollado los septos (figura 4). La inac- 
tivaciôn de la proteina FtsA impide el desarrollo de dichos septos, 
Otras proteinas necesarias para la divisiôn que son codificadas 
por genes cercanos a ftsA intervienen en el desarrollo de los 
septos; uno de ellos es ftsQ (11) aunque se desconoce el modo en 
que interviene en la septaciôn, El producto del gen ftsZ (45,68, 
106,180) interviene en la iniciaclôn de la septaciôn mientras que 
el del gen envA (107,126,127,128,192) actua durante el final de
la septaciôn,
4.- La sintesis y acciôn de la proteina de terminaciôn pueden te­
ner lugar en un corto periodo de tiempo. Sin embargo la proteina 
FtsA-3 requiere para su sintesis y acciôn un lapso de tiempo de 
aproximadamente 25 minutos mientras que la acciôn de la proteina 
FtsA-2 requiere unos 12 minutos. Al no tener estas proteinas una 
estructura primaria idéntica a la de la proteina FtsA de una es­
tirpe no mutante, es posible que la conformaciôn de la proteina 
FtsA en las estirpes D-2 y D-3 esté afectada a 30®C, ocasionando 
una pérdida de actividad a la temperatura permisiva que se tras- 
lucirla en un alargamiento de su periodo de acciôn. Si este fuese 
el caso el periodo de sintesis y acciôn de la proteina de termi­
naciôn deberla alargarse en las estirpes mutantes a la temperatuia 
permisiva. En efecto, (figuras 36 y 37) dicho periodo presentaba 
un desfase respecto a OV-2 (cepa parental) de 20 minutos en el 
caso de D-3 y de 5 minutos en el caso de D-2. Podemos, por tanto, 
conclulr que el periodo de sintesis y acciôn de la proteina de 
terminaciôn es de 5 minutes en OV-2, de 25 minutos en D-3 y de
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10 minutos en D-2 coincidiendo dichos perîodos con los requeridos 
por las proteinas FtsA-3 y FtsA-2 a 30°C para que se récupéré la 
divisiôn después de su inactivaçiôn. Esta conclusiôn también se 
obtuvo de los resultados de un experimento de aineamiento inverso 
(figuras 32 y 33). El periodo de sintesis y acciôn de la proteina 
de terminaciôn a 30°C presentaba un alargamiento de 25 minutos 
respecto a OV-2 en poblaciones celulares con todos los requisitos 
necesarios para la divisiôn cumplidos excepto la sintesis y acciôn 
de la proteina de terminaciôn. Al ser los dos tratamientos dis- 
tintos y los resultados obtenidos idénticos puede descartarse que 
los resultados obtenidos sean un artefacto del tratamiento.
5.- La posibilidad de que la proteina de terminaciôn esté relacio- 
nada, segûn Jones y Donachie (80), con la adquisiciôn de sensibi­
lidad a la penicilina que segûn Hoffmann et al (69) ocurre al tér­
mino de las rondas de replicaciôn requiriendo un periodo de sin­
tesis de proteinas se cumple para la proteina FtsA. La sensibili­
dad a los antibiôticos g-lactamicos ensayados es idéntica a la 
temperatura permisiva para las très estirpes estudiadas, OV-2,
D-2 y D-3 (figuras 23,24,25). Si la proteina FtsA estuviese rela- 
cionada con la adquisiciôn de sensibilidad a los antibiôticos 
6-lactâmicos que inhiben la divisiôn (bencil-penicilina, ampicili- 
na y cefalexina) séria de esperar que a la temperatura restricti- 
va (condiciones en las que las proteinas FtsA-2 y FtsA-3 son inac- 
tivas) las estirpes mutantes fuesen mucho mâs résistantes que la 
estirpe parental. En efecto, asi sucede, siendo, por ej., la resis- 
tencla a bencil-penicilina a 42°C cinco veces superior en D-2 y 
D-3 (figuras 23,24 y 25). Estos resultados no parecen ser debidos 
a una peor entrada de los antibiôticos en las células mutantes a 
la temperatura restrictive o a la inducciÔn de la enzima 8-lacta- 
masa a dicha temperatura ya que tanto las estirpes mutantes como 
la parental presentan, a las temperatures permisiva y restrictiva, 
la misma sensibilidad a los antibiôticos 6-lactâmicos no relacio- 
nados con la septaciôn (cefaloridina, mecillinam y âcido-6-amino- 
-penicilânico). El hecho de que la inactivaciôn de la proteina 
FtsA confiera una mayor resistencia a la pencilina se ve refor-
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zada por la circunstancla de que OV-16 (estirpe con una mutacid5n 
ambar en el gen ftsA) présenta, Incluso a la temperatura permisi­
va, mayor resistencia a los antibiôticos 6-lactâmicos que Inhilben 
la septaciôn (C.Fernândez-Cabrera y A.Tormo, resultados sin putbli- 
car). Esto puede ser debido a que la supresiôn a 30°C es solamen­
te de un 13% (160), pudiendo esto ocasionar una disminuciÔn en el 
nûmero de copias de la proteina FtsA por célula. Ademâs el suprce- 
sor termosensible inserta en el codon ambar tirosina o glutamima, 
entrando dentro de lo posible que la actividad de la proteina 
FtsA de OV-16 sufra una disminuciÔn en su actividad debido al 
cambio de un aminoâcido (18).
Si la proteina FtsA fuese una proteina de teminaciôn æe 
podrian predecir dos hechos:
1.- La inactivaciôn de la proteina FtsA inhibirâ la divisiôn cuian- 
do esta sea solo funciôn, y se permita, de la sintesis y acciôro de 
la proteina de terminaciôn. Nuestros resultados confirman esta 
predicciôn: el periodo de sintesis y acciôn de la proteina de 
terminaciôn tiene, en los mutantes D-2 y D-3, un caracter termo­
sensible (figuras 34 y 35).
2.- La sintesis de la proteina de terminaciôn requiere ser indvn- 
cida por una replicaciôn simultanea de DNA. Nuestros resultados 
también confirman esta predicciôn. En efecto OV-2 (estirpe salvaje) 
necesita un pulso de sintesis de DNA para que se induzca la protei­
na de terminaciôn (figura 38).
De los resultados comentados podemos conclulr que la pro­
teina FtsA se comporta como una proteina de terminaciôn, siendo su 
actuaciôn necesaria, hasta el término de la divisiôn.
Un aspecto de la fisiologla de la proteina FtsA es su 
constancia en el periodo de sintesis y acciôn independientemente 
del tiempo de generaciôn. En el caso de la estirpe D-3 es de apro­
ximadamente 25 minutos. Este resultado podria llevarnos a conclulr 
que dicha proteina séria un reloj celular de divisiôn. Es decir, 
los procesos en los que intervienen, tienen una duraciôn constante
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Independientemente del tamano celular, de la concentraciôn çénica 
o de cuaiquier otro parâmetro que fuera funciôn de la velocidad 
de crecimiento. Sin embargo, existe la posibilidad de que la pro­
teina FtsA-3 esté afectada a la temperatura restrictiva en compa- 
raciôn con la proteina FtsA de una estirpe no mutante. Este hecho 
es reflejo de las diferencias existentes entre el tiempo de sin­
tesis y acciôn de la proteina de terminaciôn de D-3 y de OV-2. 
Mientras que en OV-2 dicho periodo es de escasos minutos, en D-3 
es de 25 minutos. Posiblemente no sea enfonces un reloj celular 
sino una proteina que dispare una senal para la divisiôn o bien 
que intervenga estructuraImente en la formaciôn del septo.
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5.4 REPLICACION Y DIVISION. INDUCCION DE LA PROTEINA FTSA
El hecho de que la sintesis de la proteina FtsA requierai 
para su InducciÔn una sintesis simultânea de DNA presentaba una 
contradicciôn con la observaciôn de que durante un tratamiento die 
alineamiento cromosômico se producen divisiones residuales. En 
efecto, durante la fase de inhibiciôn de la sintesis de proteina;s 
finalizarlan las rondas de replicaciôn en marcha (94,109) y, al 
no haber aminoâcidos en el medio de cultivo, no se sintetlzarla la 
proteina FtsA. Posteriormente, al ser inhibida la replicaciôn po>r 
ayuno de timina y restablecidos los aminoâcidos al medio, se ob­
serva una oleada de divisiones. Esta no podria haber ocurrido sim 
la presencia y acciôn de la proteina FtsA. Très posibilidades 
podrian dar cuenta de este hecho.
1.- La sintesis de la proteina FtsA no requiere para su induceiôm 
una sintesis simultânea de DNA. Los resultados obtenidos en este 
trabajo, excluyen esta posibilidad.
2.- La sintesis de la proteina FtsA necesita para su InducciÔn uma 
sintesis de DNA, produciendose la traducciôn en una etapa muy 
temprana del ciclo celular y ejerciendo su acciôn durante las 
etapas finales del ciclo de divisiôn. Si este fuera el caso todas
o casi todas las células del cultivo habrlan sintetizado la protei­
na FtsA cuando diô comienzo la inhibiciôn de la sintesis de pro­
teinas. Durante el periodo inhibitorio de la replicaciôn se sinte- 
tizarlan todas las proteinas necesarias para la divisiôn excepto 
la FtsA que ya estarla slntetizada. Esta posibilidad también se 
puede excluir en base a los resultados obtenidos por Donachie et al 
(38). Los resultados obtenidos por estos autores del estudio de 
una mutaciôn ambar del gen ftsA (estirpe OV-16) muestran que la 
proteina FtsA se sintetiza durante las etapas finales del ciclo 
de replicaciôn y no durante una fase temprana del ciclo. Por tanto, 
la proteina FtsA no se habrla sintetizado, en la mayor parte de la 
poblaciôn^ cuando diô comienzo la inhibiciôn de la sintesis de proteinas
3.- La proteina FtsA es induclda por una sintesis de DNA. En este 
caso, y eliminadas las dos posibilidades anteriores, la proteina
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FtsA se habrla sintetizado durante el periodo de ayuno de timina. 
Por tanto, durante este periodo tendria que haberse producido 
sintesis de DNA.
Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que el 
contenido intracelular de timina o de los nucleôtidos de dicha 
base en la estirpe OV-2 podrian dar cuenta de una cierta replica­
ciôn residual (figura 9). Por otra parte, Marunouchi y Messer 
(116) hablan propuesto que durante una inhibiciôn de la sintesis 
de proteinas las rondas de replicaciôn no finalizan quedando un 
0.5% del cromosoma sin replicar. El contenido intracelular de 
precursores de DNA (6,123) podria permitir la replicaciôn de este 
segmente. Por tanto, la presencia de sintesis de DNA durante el 
ayuno de timina podria inducir la sintesis de la proteina FtsA.
Sin embargo, siguiendo el mismo protocole de Marunouchi y Messer 
(116), Loehr y Hanowalt (99) sugieren la posibilidad de que los 
resultados de los anteriores autores fueran un artefacto, aunque 
no excluyen la posibilidad de que no lo sean. De todas maneras, 
el hecho de que exista un cierto contenido intracelular de precur­
sores de DNA permitirla, al menos , una replicaciôn residual que 
séria suficiente para la inducciÔn de la proteina FtsA.
Para comprobar la existencia o no de replicaciôn durante 
el periodo de ayuno de timina se realizaron diverses experimentos 
con OV-2 (cepa parental), con CT-284 (estirpe con una mutaciôn 
termosensible en el gen dnaC) y con E-486 (estirpe con una muta­
ciôn termosensible en el gen dnaE). Los resultados obtenidos 
(figuras 41,42,43,44,45) vuelven a sugerir que la inhibiciôn de 
la replicaciôn por medio de âcido nalidixico es inmediata mientras 
que no lo es si se realiza por privaciôn de timina. Por otra par­
te, el hecho de que el bloqueo de la elongaclôn cromosômica inhi­
ba , en las condiciones descritas, la divisiôn nos Indica que en 
dichas condiciones se produce una replicaciôn que es necesaria 
para que ocurra divisiôn celular, que dicha replicaciôn es Inhi­
bida por âcido nalidixico y no por privaciôn de timina. Finalmen- 
te, el que la inhibiciôn de la iniciaclôn no afecte a la divisiôn
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es, aparenteinente, un indicio de que durante una inhibiciôn de 
la sintesis proteica las rondas de replicaciôn avanzan pero quedan 
detenidas cerca del término. Es decir, nuestros resultados apoya- 
rlan a los de Marunouchi y Messer (116). Existe otra explicaciôn 
alternativa. OV-2, en las condiciones utillzadas para su creci­
miento, présenta varias rondas de replicaciôn en marcha (figura 29) 
Durante el periodo de inhibiciôn de la sintesis de proteinas po­
drian finalizar las rondas mâs avanzadas mientras que aquellas 
mâs retrasadas podrian quedar detenidas relativamente cerca del 
término, bien por no haber sido suficiente el tiempo de inhibiciôn, 
bien porque hubiese algün tipo de impedimento estérico al no haber 
podido segregar los cromosomas hermanos. Esta posibilidad no deja 
de ser una hipôtesis ya que los conocimientos actuales sobre la 
terminaciôn de la replicaciôn son casi nulos. De todas maneras se 
han descrito impedimentos estéricos durante la replicaciôn. Asi 
Helmstetter y Pierucci (61) observaron que la minima distancia 
posible entre dos horquillas de replicaciôn es de aproximadamente 
20 minutos de cromosoma. Si la posibilidad anteriormente apunta- 
da fuese corrects, nuestros resultados no estarlan en contradic­
ciôn con los de Loehr y Hanawalt (99) . Recientemente Marsh y 
Hepburn (113) mediante incorporaciôn de ^H-timidina en los frag- 
mentos de restricciôn de EcoRI concluyeron que un ayuno de amino­
âcidos no detiene a las rondas de replicaciôn en marcha justo an­
tes del término. También concluyeron que durante el periodo de 
ayuno de timina se produce iniciaciôn de nuevas rondas y una re­
plicaciôn residual. En los experimentos realizados por estos auto­
res el medio de cultivo era bastante pobre mientras que la concei- 
traciôn de timina era alta (40 ug/ml). En estas condiciones el 
tiempo de generaciôn es largo mientras que el periodo de replica- 
ciôn no debe variar significativamente respecto a medios mas ricos 
en nutrientes. Es , por tanto, posible que en estas condiciones 
solo haya una ronda de replicaciôn en marcha que finalizarla duran­
te el periodo de inhibiciôn proteica. La replicaciôn residual de 
la fase posterior séria lôgicamente de la regiÔn de oriC, mientri s 
que en nuestro caso, si la hipôtesis fuese corrects, la replica-
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cciôn también se realizarla a partir de los complejos de replica- 
cciôn detenidos por un efecto posiblemente estérico.
En resumen, de los resultados de este trabajo y de otros 
autores, se puede concluir que la proteina FtsA necesita para su 
ilnducciôn una sintesis simultanea de DNA. Tras un ayuno de amino- 
ââcidos ambas sintesis ocurrirSn en presencia o ausencia de timina, 
paermitiendose, por tanto, la divisiôn celular.
Un aspecto de la relaciôn entre la sintesis de DNA y la 
Sîintesis de la proteina FtsA cuyo conocimiento séria interesante 
e>s qué segmente de DNA es necesario que se répliqué para que se 
induzca la sintesis de la proteina FtsA. Los resultados tanto de 
e-ste trabajo como los de la literature no pèrmiten hacer conclusio- 
nies aunque si suposiciones. El segmente cuya replicaciôn es nece- 
soria para la inducciÔn de la sintesis de la proteina FtsA podria 
ster inespeclfico o bien un segmente inicial, terminal o medio.
Si el segmente fuese inespeclfico la proteina FtsA estarla sinte- 
tizandose de una manera constitutiva ya que su sintesis estarla 
C'ontinuamente inducida. Por otra parte, de nuestros resultados 
sabemos que el segmento de DNA que se replica debido al contenido 
intracelular de precursores de DNA después de una inhibiciôn pro- 
longada de sintesis de proteinas no es un segmento medio del cro­
mosoma. Por tanto el segmento que se debe replicar para que se 
induzca la proteina FtsA debe ser o terminal o inicial. CSnovas 
et al (17) concluyeron del estudio de estirpes Hfr con una muta­
ciôn termosensible en el gen dnaA que el término de la ronda de 
replicaciôn del cromosoma no es per se un requisite absolute para 
el proceso de divisiôn y que la ûnica condiciôn para que se sin- 
tetize la proteina de terminaciôn es la duplicaciôn de uno o mas 
genes situados, en las estirpes salvajes, en el extremo final del 
cromosoma. Esta conclusiôn apoya la hipôtesis de que el segmento 
que debe replicarse para la inducciÔn de la proteina FtsA es un 
segmento terminal. Los resultados comentados en el apartado 4,2.7 
de este trabajo también parecen apoyar aunque indirectamente, esta 
hipôtesis. Si a una poblaciôn de D-3 con su replicaciôn finalizada
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(o casi finalizada) por inhibiciôn de sintesis de proteinas, se la 
priva de timina y simultaneamente se transfiere a la temperatura 
restrictiva, la proteina FtsA se inactiva, tras sintetizarse. Si 
a continuaciôn anadimos timina al medio y retornamos el cultivo 
a 30®C se reanuda la sintesis de DNA produciendose la divisiôn 50 
minutos después, es decir, cuando el cromosoma esté cercano al 
término de su replicaciôn. Por otra parte se vlô que la acciôn 
de la proteina FtsA ocurre al término de la ronda de replicaciôn. 
Si la acciôn es inmediata a su sintesis como se deduce de los re­
sultados de Donachie et al (38> y de este trabajo, la sintesis de 
la proteina FtsA deberâ ocurrir en una fase tardla de la replica­
ciôn. Por tanto, la replicaciôn del segmento terminal del cromo­
soma debe ser el que induzca la sintesis de la proteina FtsA.
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55.5 INTEGRACION DE NUESTROS RESULTADOS EN EL CONTEXTO DE LAS 
TEORIAS SOBRE LA REPLICACION Y LA DIVISION
Durante un crecimiento balanceado, la replicaciôn del cro- 
rmosoma y la divisiôn celular se encuentran coordinados de tal mane 
r:a que una inhibiciôn de la sintesis de DNA (por medio de ausencia 
dûe precursores, de inhibidores quimicos o fisicos o de alteracio- 
mes en el DNA) ocasiona una inhibiciôn de la divisiôn (21, 22, 36, 
357, 58, 60, 78, 80, 181). Clark (21) observô los siguientes hechos : 
L,a divisiôn celular es independiente de la iniciaciôn de la replica 
ciôn, la divisiôn se inhibe si se inhibe la sintesis de DNA antes 
cRe que termine la replicaciôn, los ûltimos estadios del ciclo de 
Æivisiôn pueden ocurrir en ausencia de sintesis de DNA y, finalmen 
te, la divisiôn, en condiciones fislolôgicas, ocurre entre el têr- 
rmino de una ronda de replicaciôn y la separaciôn de las células her 
imanas. Se ha postulado que la replicaciôn del segmento terminal del 
cromosoma es un requisite necesario para que se produzca la divi­
siôn, actuando como coordinador entre ambos ciclos (60, 69, 80, 116, 
134, 138, 202). Woldringh et al (190) y Sargent (149, 150) proponen 
que el bloqueo de la divisiôn, debido a una inhibiciôn de la re 
plicaciôn, es debido a que los cromosomas al no poder segregar, ya 
que no ha finalizado la replicaciôn, bloquean el lugar donde debe­
rla haberse formado el septo. Esto viene apoyado por el modo de 
formaciôn de células anucleadas a partir de filamentos con la repli 
caciôn detenida (65, 66, 74, 169). En estos casos la divisiôn ocu­
rre por los extremos del filamento y no por su zona central donde 
se encuentra el nucleoide. Esto sugiere que la no segregaciôn impi 
de la formaciôn del septo. Sin embargo, el hecho de que los fila­
mentos formados por ausencia de replicaciôn (incubaciôn en presen­
cia de inhibidores, en ausencia de precursores o en condiciones res 
trictivas, los mutantes dna)no produzcan, como norma general,células 
sin DNA parece invalider la anterior hipôtesis. En estas condiciones 
las células crecen en longitud, filamentando, y produciendo nuevos 
lugares de septaciôn, libres de nucleoides- Helmstetter et al 
(62) sugieren que la divisiôn podria continuar indefinidamente
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en ausencia de replicaciôn si la inhibiciôn de esta no afectara 
estructuraImente al cromosoma y/o las funclones de transcripciôm 
y traducciôn. Es fâcil la comnrobaciôn de lesiones pero es impossi­
ble la comprobaciÔn de que no existen lesiones. Aparentemente las 
células auxôtrofas para la timina, en condiciones de ausencia d«e 
esta, aumentan normaImente en masa, recuperandose bien la divisiôn 
al restituir al cultivo el precursor mencionado.
Otro postulado es el que propone alguna senal acoplaôora 
entre replicaciôn y divisiôn bien a lo largo de la sintesis ce 
DNA, bien al término de ^sta (21,69,80,116,138,201). Diverses 
autores han propuesto distintas teorlas acerca de la posible 
coordinaciôn entre el término de la replicaciôn y la divisiôr a 
través de senales especificas y acopladoras como un aumento «n 
l^ dTTPj intracelular que ocurre al término de C (73) . Lutkentaufi 
et al (105) analizaron 750 proteinas a lo largo del ciclo para 
determinar si se producla una sintesis discontinua en algûn no- 
mento determinado del ciclo. Observaron que las proteinas anfliza- 
das se sintetizaban continuamente, hecho que les llevô a postuler 
que el control del ciclo se realiza por medio de variaciones,no 
en la cantidad sino en la actividad de la enzimas. Sin embarço no 
todas las proteinas se sintetizan continuamente. Pierucci (173) 
observô incrementos en la sintesis de ciertos compuestos de )a 
envoltura celular en el momento de la iniciaciôn. Hofmann et al 
(69) observaron que la sintesis de peptidoglicano se incremeita 
en los ûltimos estadios del ciclo de divisiôn. Helmstetter y 
Pierucci (60) y Clark (22) propusieron que al término de una ronda 
de replicaciôn se produce una senal para la divisiôn celular. Es 
lôqico pensar que exista alguna proteina o factor que se sintetice, 
o active, al término de la replicaciôn. Este séria el caso de la 
proteina ftsA que actua durante las etapas finales del ciclo. Otro 
tipo de senal acopladora entre los ciclos de replicaciôn y de divi­
siôn es el propuesto por Jones y Donachie (80). Esta senal acopla­
dora séria la proteina de terminaciôn que se sintetlzarla al tér­
mino de la replicaciôn y actuarla de una manera esencial en 3os
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(procesos de divisiôn, bien como senal reguladora, bien como com- 
Eponente estructural del septo. Nuestros resultados nos llevan a 
fpostular que el gen ftsA codifica una proteina similar a la de 
tterminaciôn. Entraria dentro de lo posible que ciertos genes del 
mgrupamiento que existe alrededor del rainuto 2 del mapa cromosô- 
itnico de Escherichia coli codificaron también para otras proteinas 
dîe terminaciôn. Candidatas posibles, dado sus fenotipos de divisiôn, 
aerlan los genes ftsQ y ftsZ (11,45,68,106,180).
Una de las caracter1sticascfcservadas de la proteina FtsA 
es que su sintesis es inducida por la replicaciôn del cromosoma.
Eîn ausencia de sintesis de DNA no se produce la proteina FtsA y 
pior tanto queda inhibida la divisiôn. Sin embargo, se han descrito 
mutaciones en genes dna que en condiciones restrictivas pueden 
piermitir la divisiôn de las estirpes que las albergan. Este tipo 
die mutantes se han descrito en E.coli (65,66,74,169), en B.subtilis 
( 149,150) y en S.typhimurium (157,167). Esta divisiôn, en ausencia 
d*e sintesis de DNA produce células anucleadas. Son mutantes dna 
p rincipaImente de iniciaciôn del cromosoma bacteriano. Es impor­
tante hacer notar que este tipo de mutantes es algo excepcional^ 
siendo la norma que los mutantes dna, en condiciones restrictivas, 
n<o se dividan. Ademâs estas mutaciones no son especif icas de un 
gen: otros alelos del mismo gen dna no se dividen en condiciones 
restrictivas. Inouye (74,75) propuso que el producto de ciertos 
genes dna ademâs de intervenir en la replicaciôn actuan como efec- 
tores negatives de la septaciôn. Al término de la replicaciôn se 
producirla un factor que desbloquearla la divisiôn celular. Aque­
llas mutaciones que afectasen, en condiciones restrictivas, a ambos 
efectos pleiotrôpicos, resultarIanen una divisiôn en ausencia de 
replicaciôn, con la consiguiente formaciôn de células anucleadas. 
Hlrota et al (65) , Hirota y Ricard (66) observaron que la formaciôn 
de células anucleadas en mutantes dna requerla primeramente la 
formaciôn de filamentos con los extremos libres de DNA y posterior­
mente la expresiôn de una segunda mutaciôn a la que denominaron 
div. Sin embargo, hay mutaciones dna que permiten la divisiôn en 
condiciones restrictivas sin que exista ninguna mutaciôn secun-
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daria conocida. Por otra parte, todos aquellos mutantes dna que se 
dividen en condiciones restrictivas, no lo hacen en presencia de 
inhibidores de sintesis de DNA. Ademâs, no se ha observado en estir­
pes salvajes divisiôn alguna en ausencia de replicaciôn (aparté 
de las divisiones de las células que hubieran finalizado su pério­
de de replicaciôn). Por tanto, la divisiôn en ausencia de DNA 
requiere la expresiôn de ciertas mutaciones que alteran la rela­
ciôn entre sintesis de DNA y divisiôn. Todos estos resultados, 
muehos de ellos sin una explicaciôn convincente, no permiten aflr- 
mar que, en condiciones normales, pueda producirse divisiôn en 
ausencia de sintesis de DNA. Sigue siendo una hipôtesis valida 
el que la divisiôn quede inhibida si se detiene la replicaciôn 
antes del término de las rondas.
Aparté de la relaciôn existante entre la replicaciôn y la 
divisiôn a través de las proteinas de terminaciôn, de las que una 
de ellas es la proteina FtsA, se han descrito otros tipos de coor­
dinaciôn entre la sintesis de DNA y la divisiôn celular. Asi, los 
genes rec A y lexÂ, que intervienen en los procesos de recombina- 
ciôn y reparaciôn del DNA (75), influyen en la divisiôn. Cuando 
se producen alteraciones en el DNA por medio de agentes fisicos 
o quimicos la divisiôn se detiene. La proteina X, producto del 
gen recA (53,119) es un efector negative de la septaciôn (47,54, 
72,151,188). En condiciones en que un bloqueo de la replicaciôn 
conduce a una inhibiciôn de la divisiôn,se ha observado una super- 
producciôn de la proteina X (54,77). Satta (151) observô una 
correlaciôn positiva entre el dano realizado àl DNA celular y la 
cantidad de proteina X sintetizada. Ademâs, concluyô que ciertos 
mutantes dna solo se dividen a la temperatura restrictiva si la 
proteina X no es sintetizada. Los mutantes recA y lexA continuai! 
dividiendose cuando se inhibe la sintesis de DNA quimicamente, 
por supresiôn de timina o por las condiciones restrictivas en 
mutantes dna (71,72,75). En caso de que la proteina X no se supsr- 
produzca^ la divisiôn puede continuar en ausencia de sintesis de 
DNA formandose células anucleadas (51,151). Howe (71) postula 
que los mutantes lexA ^ en condiciones restrictivas,producen un
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factor dominante difusible que decrece la sintesis o actividad 
de un inhibidor de la divisiôn cuando la sintesis de DNA se de­
tiene por privaciôn de timina. Es interesante el modelo propuesto 
P'or Little et al (98) : La proteina LexA es un represor del cistrôn 
rjecA. En condiciones normales la actividad de dicha proteina oca­
siona que los niveles de la proteina X sean muy bajos con lo que 
la actividad proteolltica del producto del gen recA séria insigni- 
ficante. Si el DNA sufre algûn dano se inducirla de alguna manera 
l<a actividad proteolltica de la proteina X que degradarla al re- 
paresor (proteina LexA) con la consiguiente expresiôn del gen recA 
y la posterior reparaciôn del DNA; cuando desapareciera la presen­
cia del inductor, aumentarlan los niveles de la proteina LexA y 
se reprimirla el gen recA.
Los resultados expuestos y comentados en este trabajo 
apoyan el modelo de ciclo celular de Jones y Donachie (80) en de- 
trimento del propuesto por Pritchard (140). En efecto, la protei­
na FtsA séria una senal acopladora entre la replicaciôn y la di­
visiôn que ocurrirla solamente si la replicaciôn hubiese terminado 
y no,como considéra Pritchard,ser debida exclusivamente a unos 
desequilibrios teôricos entre la velocidad de formaciôn de la pa­
red y el aumento en masa con ausencia de senales reguladoras. Al 
término de la replicaciôn, e inducida por ella, se sintetiza la 
proteina FtsA que actua durante las etapas finales del ciclo, 
interviniendo de una manera esencial en la divisiôn. En ausencia 
de replicaciôn no se inducirla la sintesis de la proteina FtsA y 
la divisiôn, en consecuencia, quedarla inhibida. La sintesis y 
acciôn de la proteina FtsA tiene un papel fundamental en la célu­
la. Su ausencia impedirla la divisiôn en células que no hubiesen 
duplicado su material genético que en caso de ocurrir llevarla a 
una inviabilidad de las células hijas résultantes.
Quedan aûn muchos aspectos oscuros y contradictories en 
la fisiologla bacteriana en general y de la divisiôn en particu­
lar. Este trabajo ha pretendido aportar alguna luz a los conoci- 
mientos existentes de la divisiôn en Escherichia coli. Mucho
172
trabajo queda aun por hacer y muchos resultados quedan aun por 
explicar.
Quisiera terminar este trabajo con una cita de Martin 
Slater y Moselio Schaechter de 1974 (159) que sigue siendo aun 
vigente. "In the case of bacterial cell division the structural 
simplicity of bacteria is deceptive".
Il
C O N C L U S I O N E S
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1 Las mutaciones divA(Ts) y divB(Ts) son alélicas del 
gen ftsA. Al ser esta denominaciôn mâs antigua, pro 
ponemos llamarlas £tsA-3 y ftsA-2 respectivamente.
2 Los alelos ftsA-3 y ftsA-2 tienen un carâcter rece- 
sivo trente al alelo ftsA^.
3 El producto del gen ftsA es una proteina que propo- 
nemos denominarla proteina FtsA.
4 La proteina FtsA-3 es irreversible tras su inactiva 
ciôn têrmica, mientras que la Inactivaciôn de la pro 
teina FtsA-2 tiene un carâcter reversible.
5 La proteina FtsA no Interviene en los procesos de 
elongaciôn, crecimiento en masa, sintesis de DNA o 
segregaciôn cromosômica.
6 La proteina FtsA es necesaria para la divisiôn.
7 La iniciaciôn de la septaciôn puede realizarse en 
ausencia de actividad de la proteina FtsA.
8 La proteina FtsA actua sobre los primordios de sep­
tos conduciendo a éstos a su terminaciôn.
9 Los lugares de septaciôn formados en ausencia de ac­
tividad de la proteina FtsA permanecen viables.
10 La probabilidad de formar septo en una célula con va 
rios lugares de septaciôn posibles es igual en todos 
ellos.
11 La proteina FtsA es astable, pudiendo ser desfasables 
en el tiempo su sintesis y su acciôn.
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12 La sintesis y acciôn de la proteina FtsA se realiza i
durante la septaciôn: desde el término de la repli­
caciôn hasta la separaciôn celular, teniendo dicho >
periodo una duraciôn constante de 25 minutos y pre |
sentando un solapamiento con el término de la ^
ronda de replicaciôn.
13 La sintesis de la proteina FtsA necesita ser induci­
da por un pulso de sintesis de DNA, posiblemente por 
la replicaciôn del segmento terminal del cromosoma.
14 El periodo de sintesis y acciôn de la proteina FtsA 
es constante e independiente del periodo de inacti­
vaciôn o de la velocidad de crecimiento. La protei­
na FtsA se comporta como un reloj celular.
15 El periodo de sintesis y acciôn de la proteina de 
terminaciôn es 20 minutos mayor en D-3 y 5 minutos 
mayor en D-2 que en OV-2, coincidiendo la duraciôn 
de dicho periodo con la sintesis y actuaciôn de la 
proteina FtsA.
16 El periodo de sintesis y acciôn de la proteina de ter 
minaciôn es termosensible en los mutantes ftsA.
17 La sintesis de la proteina de terminaciôn requiere 
ser inducida por un pulso de sintesis de DNA.
18 Las proteinas FtsA-2 y FtsA-3 no son totalmente acti 
vas en condiciones permisivas.
19 En ausencia de actividad de la proteina FtsA las cé­
lulas presentan una resistencia superior a la lisis 
trente a antibiôticos que inhiben la septaciôn.
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20 La proteina FtsA se comporta como una proteina de 
terminaciôn.
21 La privaciôn de timina a la estirpe OV-2 y sus deri- 
vados no inhibe inmediata o totalmente la sintesis 
de DNA.
2 2 Para la recuperaciôn de la divisiôn, después de una 
inhibiciôn de la sintesis de proteinas de una dura­
ciôn superior al periodo de replicaciôn, es necesa­
ria la elongaciôn del cromosoma pero no la inicia­
ciôn de nuevas rondas de replicaciôn.
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